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1 Einleitung
Alle Prokaryonten und Eukaryonten sind von der Lipidmembran umhüllt. Die
Lipiddoppelschicht der Membranen ist eine entscheidende Abgrenzung zwischen
dem hydrophilen Zellinneren und dem extrazellulären Raum. Der ständige Aus-
tausch von Wasser, Ionen, Nährstoffen und Abfallprodukten des Zellstoffwechsels
zwischen den Membranen ist lebensnotwendig für die Zellen.
Neben der Diffusion von kleinen und unpolaren Molekülen durch die Zellmembra-
nen sind Kanäle und Transporter für die großen und polaren Moleküle zuständig.
Besonders hat der Transport von Wasser über die Zellmembran eine entscheiden-
de Bedeutung für die Zellen, vor allem um die Homöostase aufrechtzuerhalten.
Obwohl das kleine und polare Wassermolekül durch die Membran diffundieren
kann, braucht dieser Prozess jedoch eine relativ hohe Aktivierungsenergie (Ea >
10 kcal/mol). Seit langer Zeit wurde vermutet, dass es noch andere zusätzliche
Mechanismen für den Wassermolekültransport gibt, um die hohe Wasserpermea-
bilität und niedrige Aktivierungsenergie (Ea < 5 kcal/mol) in manchen Zellen z. B.
Erythrozyten oder Zellen im proximalen Tubulus der Niere zu erklären. Erst im
Jahr 1992 wurde der Mechanismus für den Wassertransport aufgeklärt, durch die
Entdeckung des ersten funktionellen Aquaporins (AQP1) in Erythrocytenmem-
branen [1]. Inzwischen ist die Familie der Aquaporine auf über 450 Exemplare
aus verschiedenen Organismen wie Säugern, Amphibien, Insekten, Pflanzen, He-
fen, Protozoen, Bakterien und Archaebakterien angewachsen und diese Zahl wird
fortwährend größer [2].
1.1 Einteilung der Aquaporine
Aquaporine gehören zur Familie der Major Intrinsic Proteins (MIP). Je nach ihren
Permeabilitätseigenschaften lassen sie sich in zwei Subfamilien unterteilen: ortho-
doxe Aquaporine und Aquaglyceroporine [3]. Während die orthodoxen Aquaporine
wasserspezifische Aquaporine sind und ausschließlich Wassermoleküle durch ihre
Pore passieren lassen, können Aquaglyceroporine neben dem Wassermolekül auch
einige ungeladene kleine Solute wie Glycerol [4, 5], Harnstoff [6], Ammoniak [7],
Arsenit [8] etc. leiten.
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1.2 Struktur der Aquaporine
Unter den physiologischen Bedingungen liegen Aquaporine als Homotetramere
in der Membran vor, wobei jede der vier Untereinheiten als eigenständige Pore
funktioniert [9, 10]. Ob die Zentralpore bei einigen Aquaporinen auch eine Rol-
le für die Permeabilität einiger Gase wie O2 und CO2 spielt, ist noch umstritten
[11, 12, 13, 14, 15].
Alle Aquaporin-Monomere weisen eine ähnliche Struktur und Aminosäuresequenz
auf. Sie bestehen aus sechs transmembranären Helices, welche durch fünf Schleifen
(A-E) miteinander verbunden sind. Die zwei Halbhelices HB und HE befinden sich
auf der Schleifen B und E und lagern sich von entgegengesetzten Seiten in der
Membran zusammen (s. Abb. 1.1). Der N- und C-Terminus befindet sich jeweils
auf der zytoplasmatischen Seite. Die erste und zweite Aquaporinhälfte weist hohe
Sequenzähnlichkeiten auf, sodass es postuliert wurde, dass das Aquaporin evolu-
tionär aus einer Genduplikation einer drei-transmembranären Domäne entstanden
ist [16].
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Abbildung 1.1: Schema der Topologie eines Aquaporinmonomers. Die Membranhelices
sind als Zylinder dargestellt. Die beiden Halbhelices HB und HE auf der Schleife
B und E bilden zusammen eine siebte, geknickte Pseudohelix (unten) und ist um-
geben von den sechs Transmembranhelices. Die beiden NPA-Motive sind jeweils
auf dem Ende der Halbhelices HB und HE lokalisiert.
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1.2 Struktur der Aquaporine
1.2.1 NPA-Region
Die NPA-Region auf den Enden der Halbhelices HB und HE (s. Abb. 1.1), die aus
den Aminosäuren Asparagin, Prolin und Alanin besteht, ist ein charakteristisches
Strukturmerkmal der Aquaporine [17, 18, 19]. Das Prolin und Alanin ist bis zu
einem gewissen Grad austauschbar, während das Asparagin bislang als essentiell
und invariabel gilt [3].
Mit den beiden Asparaginen sind die Enden der beiden Halbhelices positiv gela-
den, dieses elektrische Feld bewirkt direkt die Orientierung der Wassermoleküle im
Kanal. Wasser gelangt in einer single-file Anordnung durch das Aquaporin, indem
eine Leiter von Carbonylsauerstoffen als Wasserstoffbrückenakzeptoren den Kanal
durchzieht [20, 21]. In der NPA-Region durch Wechselwirkung des Sauerstoffs der
Wassermoleküle mit den Asparaginwasserstoffen kommt es zu einer 180◦-Drehung
des Wassermoleküls [22]. Mit dieser Orientierungsänderung verlassen die Wasser-
moleküle den Kanal (s. Abb. 1.2).
HE
HB
N76
N192 NPA-Region
ar/R-Region
Abbildung 1.2: Darstellung des Kanalbereiches des bovinen AQP1 (nach PDB 1J4N).
Die beiden Engstellen ar/R- und NPA-Region sind jeweils am Kanaleingang und
in der Kanalmitte lokalisiert. Die Wassermoleküle werden durch die Bildung von
Wasserstoffbrückenbindungen mit beiden Asparaginresten in NPA-Region um 180◦
gedreht. (Erstellung der Abbildung mit Pymol)
Die NPA-Region bildet eine zentrale Engstelle des Kanals und funktioniert neben
dem Größenausschluss auch als eine wichtige Filterregion für den Ausschluss von
Kationen [23].
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1.2.2 aromatische/Arginin-Region (ar/R-Region)
Der andere wichtige Filterbereich im Aquaporinkanal ist die sogenannte ar/R-
Region (aromatische/Arginin-Region). Sie befindet sich zwischen der extrazellulä-
ren Mündung des Kanals und NPA-Region und bildet die engste Stelle des Kanals
(s. Abb. 1.2). Bei den orthodoxen Aquaporinen beträgt der Durchmesser ca. 2,8Å
[24] und entspricht genau der Größe eines Wassermoleküls. Bei den Aquaglycero-
porinen weist ein Durchmesser von 3,4Å auf, was an den anderen kleinen Soluten
wie Glycerol oder Harnstoff angepasst ist [25].
Die ar/R-Region wird normalerweise aus drei oder vier Aminosäuren gebildet. Bei
den orthodoxen Aquaporinen z. B. hAQP1 besteht sie aus zum Teil positiv gela-
denem Arginin (R195), und den aromatischen Aminosäuren Phenylalanin (F56),
Histidin (H180) und Cystein (C189) [26] (s. Abb. 1.3). Der Einbau eines Histid-
ins ist typisch für die orthodoxen Aquaporine, einerseits begrenzt das Histidin
den Kanaldurchmesser, andererseits bildet es mit Arginin eine hydrophile Seite
gegenüber dem aromatischen Rest [27]. Die Sulfhydryl-Gruppe von Cystein ragt
in den Kanal hinein und dient als die Bindungsstelle für hAQP1-Inhibitor HgCl2
[28, 29]. Im E. coli Aquaglyceroporin EcGlpF besteht die ar/R-Region aus Tryp-
tophan (W48), Glycin (G191), Phenylalanin (F200) und Arginin (R205) (s. Abb.
1.3). Wie auch bei anderen Aquaglyceroporinen wie PfAQP aus Plasmodium fal-
ciparum (s. Abb. 1.3) ist die ar/R-Region hier hydrophober als im AQP1 wegen
des fehlenden Histidins [30] und der Substitution von Cystein durch Phenylalanin
[25]. Deshalb lässt EcGlpF Glycerol, kleine Polyole und Harnstoff durch, hat aber
geringere Wasser-Permeabilität [27].
rAQP1 PfAQP EcGlpF
R206
R195
W48
F200
G191
H180
F56
C189
R196
W50
F190
G181
Abbildung 1.3: Darstellung der ar/R-Region vom typischen orthodoxen Aquaporin
hAQP1 (nach PDB 1IH5), typischen Aquaglyceroporin EcGlpF (nach PDB 1FX8)
und Aquaglyceroporin PfAQP (nach PDB 3C02). (Erstellung der Abbildung mit
Pymol)
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1.3 Ungewöhnliche Aquaporine aus Salinispora tropica
Neben dem Größenausschluss von Molekülen kann die ar/R-Region auch als ein
Proton-Filter dienen. Die positiv geladene Seitenkette vom Arginin in dieser Region
stellt auch eine energetische Barriere für die Protonen dar [19, 23].
1.3 Ungewöhnliche Aquaporine aus Salinispora
tropica - mit Arsenatreduktase fusionierte
Arsenit-leitende Aquaporine?
1.3.1 Salinispora tropica und dessen Aquaporine
Salinispora tropica, ein Meeresbakterium, gehört zur Familie der Micromonospo-
raceae, welche wiederum zur Ordnung der Actinomycetes gehört [31]. Wie auch
andere Organismen aus dieser Ordnung weist S. tropica einen aktiven Sekundär-
stoffwechsel auf, besonders sind viele pharmakologisch aktive Metabolite, z. B.
der Proteasome-Inhibitor Salinosporamid A [32], neuartige hoch oxygenierte Ma-
krolide Sporolid A und B [33] bzw. Lymphostin [34] und Salinilactam [35]. Um
das weitere biosythetische Potential von S. tropica zu untersuchen, wurde das Ge-
nom (5 183 331 bp) von S. tropica CNB-440 entschlüsselt. Vier putative Aquaporin-
Gene wurden bioinformatisch festgestellt. Ungewöhnlich ist es, dass zwei putative
Aquaporin-Gene strop634 und strop1447 hinter ihrer normalen Aquaporin-Sequenz
zusätzlich noch jeweils eine putative Arsenatreduktase-Sequenz beinhalten. Diese
sich in einem offenen Leserahmen befindenden Aquaporin-Arsenatreduktase-Ge-
ne führen direkt zur Überlegung von deren Funktionszusammenhang bei Arsen-
Detoxifikation.
1.3.2 Arsenatreduktasen, Aquaglyceroporine und Arsen-
Detoxfikation
Allgemeine Arsen-Detoxifikation
Arsen ist ein weit in der Natur verbreitetes Element [36]. Alle Arsenverbindungen
weisen eine hohe Zytotoxizität auf. Als anorganische Verbindungen liegt Arsen
in vier Oxidationsstufen vor: Arsenhydrid(-III), Arsen(0), Arsenit(III) und Arse-
nat(V), wobei Arsenit und Arsenat die meisten in der Umwelt vorkommenden
Formen sind. Die Toxizität von Arsenverbindungen ist abhängig von ihren Oxida-
tionsstufen: Arsenhydrid(-III) > Arsenit(III) > Arsenat(V) > Arsen(0). Allerdings
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wegen der geringen Mengen und der schlechten Stabilität spielt die Arsenhydrid-
Vergiftung physiologisch keine große Rolle.
Die hohe Toxizität von Arsenit beruht auf seinen Wechselwirkungen mit Cystein-
haltigen Enzymen wie Pyruvatdehydrogenase [37] oder Thioredoxinreduktase [38].
Das Arsenat ist ein Phosphat-Analogon [39] und kann statt Phosphat an vielen
biochemischen Prozessen beteiligen, z. B. bildet ein instabiles Arsenyl-ADP bei
der ATP-Synthese [40].
Im Lauf der Evolution entwickelten alle lebenden Organismen verschiedene Arsen-
Detoxifikationsmechanismen [41]. Der allgemeine Ablauf ist folgender (s. Abb. 1.4):
Arsenverbindungen können entweder als Arsenat durch Phosphattransporter in
die Zellen aufgenommen [42, 43] oder als Arsenit durch Aquaglyceroporine in die
Zellen transportiert werden [44]. In den Zellen wird Arsenat durch zytosolische
Arsenatreduktasen zu Arsenit reduziert [45]. Aufgrund der hohen Toxizität ist die
ummittelbare Ausscheidung von Arsenit aus dem Zytosol erforderlich, dies erfolgt
entweder durch Arsenittransporter in Form von freiem Arsenit z. B. ArsB bei
E. coli und Acr3 bei S. cerevisiae [46] oder durch die Akkumulation in Vakuolen
als konjugierte Form mit GSH bzw. anderen Thiolen mittels ABC-Transporter
z. B. Ycf1 bei S. cerevisiae [47].
As(GS)3
Vakuole
ABC-
Transporter
+3GSH
Phosphat-
Transporter
As (V) As (III) Arsenit-
Transporter
As(OH)3
As(OH)3
H2AsO3-1
Aquaglyceroporin
Phosphat-
Transporter
As (V)
As (III) Aquaglyceroporin
E. coli
S. cerevisiae
S. meliloti
Arsenat-
reduktase
H2AsO4-1
Arsenat-
reduktase
As(OH)3
As(OH)3
H2AsO4-1
Phosphat-
Transporter
As (V)
As (III)
Arsenit-
Transporter
As(OH)3
As(OH)3
H2AsO3-1
Aquaglyceroporin
Arsenat-
reduktase
H2AsO4-1
Abbildung 1.4: vereinfachte Darstellung der Mechanismen von Arsen-Detoxifikation
in E. coli, S. cerevisiae und S. meliloti. Weitere Details werden im Text erläutert.
In einigen Organismen z. B. Sinorhizobium meliloti fehlt das komplette Gen für
Arsenittransporter, stattdessen benutzen sie ausschließlich ihr eigenes Aquaglyce-
6
1.3 Ungewöhnliche Aquaporine aus Salinispora tropica
roporin als die einzige Möglichkeit, um das toxische Arsenit auszuscheiden (s. Abb.
1.4) [48].
Arsenatreduktase-Familie
Da unter aeroben Bedingungen Arsenat als meist vorkommende Arsenverbindung
in der Natur vorliegt [49], ist der Arsenat-Detoxifikationsprozess besonders wichtig
für die Organismen unter den Arsen-haltigen Bedingungen. Die Arsenatreduktase
spielt dabei die Kernrolle bei der Arsenat-Detoxifikation. Bisher wurden vier nicht
miteinander verbundene Arsenatreduktase-Familien entdeckt [50].
Arsenatreduktase aus dem gramnegativen Bakterium E. coli Die erste Fami-
lie der Arsenatreduktasen kommt vor allem in gramnegativen Bakterien vor, der
typische Vertreter ist die bereits gut charakterisierte Arsenatreduktase EcArsC
aus E. coli. In E. coli gibt es zwei Arsen-Resistenzsysteme (ars-Gensystem): ein
chromsomales und ein Plasmid (R773) codiertes Resistenzsystem, auf dem jeweils
ein arsRBC- und ein arsRDABC-Operon vorliegt [51]. Hier werden die Funktionen
aller Gene im Operon kurz vorgestellt (s. Abb. 1.5).
arsR
350 bp 430 bp 1750 bp 1300 bp 450 bp
1300 bp 450 bp350 bp
ars-Operon im R773-Plasmid von E. coli
ars-Operon in genomischer DNA von E. coli
arsD arsA arsB arsC
arsR arsB arsC
Abbildung 1.5: Abfolge der ars-Gene auf dem Operon in E. coli: arsR ist das Regulator-
Gen, welches den Repressor codiert. Der Repressor dient als Kontroller für das
Operon und ist in der Lage es abzuschalten. arsD codiert das ArsD-Protein, wel-
ches als ein Chaperon mit Arsenit bindet und die Bindungsaffinität von Arsenit
zu ArsA erhöht. Damit steigt die Effizient für die Arsenit-Ausscheidung [52]. arsA
codiert das ArsA-Protein, eine Arsenit-ATPase. ArsA bildet gemeinsam mit ArsB
eine Arsenitpumpe, welche Arsenit unter Verbrauch von ATP aus der Zelle trans-
portiert [53]. Das ArsB-Protein condiert aus arsB ist ein integrates Membranpro-
tein, funktioniert als Pumpe für die Ausscheidung von Arsenit [54]. arsC kodiert
die Arsenatreduktase (ArsC).
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Homologe Gene wurden auch bei anderen gramnegativen Bakterien in Chromo-
somen oder Plasmiden entdeckt [51]. Mittels der Kristallstruktur von EcArsC zu-
sammen mit Substrat (Arsenat) und Produkt (Arsenit) wurde der Mechanismus
für die EcArsC-vermittelte Arsenatreduktion aufgeklärt [55] (s. Abb. 1.6). Das
einzige Cystein in EcArsC ist C12 und befindet sich im katalytischen Zentrum
des Enzyms [56]. Während der Reduktion bindet es sich kovalent an Arsenat [55].
Anschließend wird eine Hydroxylgruppe von Arsenat mit GSH unter Abspaltung
von Wasser substituiert [57]. Das Thiol-Transfer-Protein Glutaredoxin (Grx) als
Reduktionsäquivalent ist essentiell für die Reduktion des Enzym-gebundenen Zwi-
schenprodukts ES-As(V) zu ES-AS(III) [57, 58]. Die Regeneration der oxidierten
GrxS-SG erfolgt mit Glutathionreduktase (GR) unter Verbrauch von NADPH/H+.
ArsC Cys12-SH ArsC Cys12-S
H+
As[V]  O
O-
O-
OH
As[V]  O
O-
OH
GSH
As[III]  
OH
OH
OH
2H+
GrxSH
GrxS-SG
+
ArsC Cys12-S As+[III]  OH
1
2
3
4
OH-
A
GSH
GSSG NADPH+H+
NADP+GrxS-SG
GrxSH
GR
B
H2O
H2O
ArsC Cys12-S As[V]  O
O-
SG
H2O
H2O
Abbildung 1.6: A: Reaktionsmechanismus von EcArsC aus E. coli Plasmid R773. 1.
Schritt: Arsenat bindet sich kovalent an Cys12 der EcArsC, in Kristallstruktur ist
ein As(V)-Komplex zu sehen. 2. Schritt: Der Komplex ist mit GSH gebunden. 3.
Schritt: Arsenat wird unter Beteiligung von Grx zu Arsenit reduziert. 4. Schritt:
Arsenit wird durch Hydrolyse freigesetzt. B: Regeneration des Reduktionsäquiva-
lents GSH mit dem Glutathiol/Glutaredoxin/Glutathionreduktase-System unter
Verbrauch von NADPH/H+.
Arsenatreduktase aus dem grampositiven Bakterium Staphylococcus aureus
Die zweite Familie von Arsenatreduktase stammt aus grampositiven Bakterien,
z. B. S. aureus und B. subtilis. Die Arsenatredukatse aus S. aureus SaArsC, kodiert
von arsC Gen in Plasmid pI258 wurde bereits charakterisiert [59]. Im Vergleich
zu EcArsC hat SaArsC vier Cysteine in ihrer Proteinsequenz (C10, C15, C82,
C89), wobei drei Cysteine (C10, C82, C89) sich im aktiven Zentrum befinden und
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direkt an Arsenatreduktion beteiligt sind [60]. Ein anderes typisches Merkmal für
diese Familie ist das Redoxintermediat, statt GSH/Grx/GR-System bei EcArsC ist
Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System (Trx/TrxR-System) für die Reduktion
erforderlich (s. Abb. 1.7) [61]. Die Arsenatreduktasen dieser Familie haben eine
ähnliche Proteinsequenz zur LMW-PTPase (Low-molecular-weight protein tyrosine
phosphatase) und zeigen auch schwache Phosphatase-Aktivität [62].
ArsC
Cys10-S-
Cys82-SH
Cys89-SH
2H+ H2O
Trx
S S
Trx
SH SH
H+
A B
Trx-S2
Trx-(SH)2 TrxR-(SH)2
TrxR-S2 NADPH+H
+
NADP+
1
2
3
4
As[V]  O
O-
O-
OH
ArsC
Cys10-S
Cys82-SH
Cys89-SH
As[V]  O
OH
O-
As[III]  
OH
OH
OH
ArsC
Cys10-S
Cys82-S
Cys89-SH
ArsC
Cys10-SH
Cys82-S
Cys89-S
Abbildung 1.7: A: Reaktionsmechanismus von ScArsC aus S. aureus. 1. Schritt: Ar-
senat bindet sich kovalent an Cys10 der ScArsC. 2. Schritt: Arsenat wird zu Ar-
senit reduziert und gleichzeitig entsteht die oxidierte Form von ScArsC. Es bildet
sich eine intermolekulare Disulfidbindung zwischen C10 und C82. 3. Schritt: eine
Umlagerung von Disulfidbinung findet intermolekular statt. Es entsteht eine neue
Disulfidbindung zwischen C82 und C89. 4. Schritt: Die oxidierte ScArsC wird un-
ter der Übertragung von Disulfidbindung auf Thioredoxin (Trx) zur reduzierten
Form umgewandelt. B: Regeneration des oxidierten Thioredoxins (Trx) mit Thio-
redoxinreduktase (TrxR) unter verbrauch von NADPH/H+.
Arsenatreduktase in Eukaryonten Die dritte Familie und einzige gut charak-
terisierte eukaryotische Arsenatreduktase ist Acr2 aus S. cerevisiae [63, 64]. Die
Proteinsequenz von ScAcr2 ist ähnlich zur CDC25-Phosphatase (human cell-cycle
dual-specific phosphatase). ScAcr2 hat zwar drei Cysteine (C76, C106, C119) in
ihrer Proteinsequenz, lediglich ist C76 essenziell für die Enzymaktivität [65]. Wie
auch bei anderen CDC25 Proteinen befindet sich C76 in einem HC76(X)5R82-
Motiv als das aktive Zentrum [66, 67]. Der Reaktionsmechanismus ähnelt dem von
EcArsC [63] und das GSH/Grx/GR-System beteiligt sich ebenfalls am gesamten
Reaktionszyklus.
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Andere Arsenatreduktasen in Säugern sind bis jetzt noch nicht umfassend cha-
rakterisiert. Die Arsenatreduktase-Aktivität wurde jedoch bereits in menschlicher
Leber entdeckt [68]. Es ist bisher noch nicht ganz klar, in welchen Familien sich
die Arsenatreduktasen der Säuger eingliedern lassen.
Arsenatreduktase aus dem grampositiven Bakterium Corynebacterium gluta-
micum Die neu entdeckte Arsenatreduktase-Familie stammt ebenfalls aus einem
grampositiven Bakterium C. glutamicum. Im Vergleich zu den Arsenatredukta-
sen aus den anderen grampositiven Bakterien besitzen zwei Arsenatreduktasen
aus C. glutamicum CgArsC1 und CgArsC2 jeweils ein einziges Cystein in ihrer
Proteinsequenz und das Cystein ist essenziell für die Arsenatreduktion [69]. Üb-
rigens ist der Elektronentransfer für die Arsenatreduktion nicht wie üblich mit
Trx/TrxR-System sondern mit Mycothiol/Mycoredoxin/Mycothionreduktase-Sys-
tem (Mrx/MSH/MR-System) gekoppelt. Das MSH/Mrx/MR-System ähnelt dem
GSH/Grx/GR-System, es kommt aber ausschließlich in Actinobacteria vor [70].
Der Reaktionsmechanismus wurde analog zu dem von EcArsC postuliert (s. Abb.
1.8).
ArsC Cys-SH ArsC Cys-S
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ArsC Cys-S As+[III]  OH
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MrxSH
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Abbildung 1.8: A: Reaktionsmechanismus von CgArsC1 und CgArsC2 aus C. glutami-
cum. Die Reduktionsschritte sind analog zu den von EcArsC aus E. coli Plas-
mid R773. Statt GSH, Grx und GR werden MSH, Mrx und MR sich an dem
Reaktionszyklus beteiligt. B: Regeneration des Reduktionsäquivalents MSH mit
MSH/Mrx/MR-System unter Verbrauch von NADPH/H+.
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Aquaglyceroporine und Arsenit
Das trivalente Arsenit hat einen pKa-Wert von 9,22. Unter physiologischen pH-Be-
dingungen liegt es vor allem als ungeladene Form As(OH)3 vor, dessen strukturelle
Form und Größe große Ähnlichkeit zum Glycerol aufweist (s. Abb. 1.9) [71]. Einige
Aquaglyceroporine, z. B. EcGlpF aus E. coli [44], ScFps1 aus S. cerevisiae [72],
AQP7 und AQP9 aus Säugern [73] zeigen bereits Arsenit-Leitfähigkeit. Daher spie-
len Aquaglyceroporine große Rolle sowohl bei der Arsenit-Toxifikation als auch bei
der Arsenat-Detoxifikation in Organismen: einerseits leiten Aquaglyceroporine Ar-
senit(III) durch die Membranen in die Zelle bei einer Arsenit-haltigen Umgebung
hinein und es führt zur Zytotoxizität, andererseits können die Aquaglyceroporine
aber auch das durch Arsenatreduktase gebildete Arsenit(III) im Zytosol nach dem
chemischen Gradienten aus den Zellen ausscheiden, was bei S. meliloti der Fall ist
(s. Abb. 1.4).
Arsenit Glycerol
Abbildung 1.9: Größenvergleich eines Arsenit-Moleküls mit einem Glycerol-Molekül.
(Erstellung der Abbildung mit Pymol)
1.3.3 Zielsetzung der Arbeit
Aufgrund des Vorkommens von der Aquaporin-Domäne und Arsenatreduktase-
Domäne in einem offenen Leserahmen im Genom von S. tropica wurde vermutet,
dass sich die beiden Fusionsproteine direkt an der Arsenat-Detoxifikation beteiligen
können. Nach der Klonierung sollen die Fusionsproteine und jeweiligen Domänen
funktionell getestet und charakterisiert werden. Die Entstehung und Vorteile von
diesen Fusionsproteinen dieser Art werden auch diskutiert.
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1.4 Ungewöhnliche Aquaporine aus Eimeria tenella
und Toxoplasma gondii - funktionelle
Aquaporin-Aquaporin-Fusionsproteine?
1.4.1 Eimeria tenella, Toxoplama gondii und deren Aquaporine
E. tenella und T. gondii sind pathogene einzellige Parasiten. E. tenella ist der
Erreger für die Hühnervögel-Erkrankung Kokzidiose. Die Kokzidiose ist eine häu-
fige parasitäre Erkrankung der Hühnervögel und jährlich verursacht 800 Millionen
Dollar Schaden weltweit für die Landwirtschaft [74]. Das Genom von E. tenella
mit ∼ 60 Mbp wurde im Jahr 2007 komplett entschlüsselt. T. gondii ist ein bogen-
förmiger Parasit, der weltweit verbreitet ist. Beim Menschen kann dieser Parasit
die Krankheit Toxoplasmose hervorrufen. Die Genomgröße von T. gondii wurde
mit ∼ 80 Mbp angegeben.
Die Membranproteine von solchen pathogenen Parasiten können als wichtige po-
tenzielle Angriffpunkte für die Chemotherapeutika dienen [75], besonders sind die
Aquaporine von solchen Parasiten, die an ihren verschiedenen physiologischen Pro-
zessen beteiligt sind [76]. Das Proteinalignment zeigt, dass in beiden Genomen der
Sporozoenparasiten T. gondii und E. tenella wenige Aquaporin-Gene vorhanden
sind im Vergleich zu anderen Kinetoplasten.
Im Genom von T. gondii wurden bisher zwei Aquaporin-Gene entdeckt: TgAQP1
und TgAQP2. TgAQP1 weist eine mittelmäßige Wasser-Leitfähigkeit und hohe
Glycerol-Leitfähigkeit auf [77]. TgAQP1 als ein Aquaglyceroporin ist in der PLV-
Membran (Plant-like Vacuole membran) lokalisiert und durch den Ammoniak-
Austausch kann für die Regulation vom zytosolischen pH-Wert verantwortlich sein
[78]. Das zweite putative Aquaporin-Gen für TgAQP2 ist bislang noch nicht un-
tersucht und charakterisiert.
Im Genom von E. tenella wurde bisher nur ein putatives Aquaporin-Gen für
EtAQP1 berichtet [76]. Ein zweites putatives Aquaporin-Gen für EtAQP2 wur-
de in Rahmen dieser Arbeit identifiziert.
Die beiden putativen Aquaporine TgAQP2 und EtAQP2 sind ähnlich aufgebaut
und weisen eine große Besonderheit auf, nämlich sie bestehen ungewöhnlicherweise
aus zwei normalen Aquaporin-Genen in einem offenen Leserahmen. Damit können
sozusagen Aquaporin-Aquaporin-Fusionsproteine entstehen, welche bisher völlig
unbekannt sind.
Die meisten bekannten Aquaporine sind Homotetramere und die Funktion der
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Zentralpore ist noch umstritten. Durch diese einzigartige natürliche Aquaporin-
Aquaporin-Konstruktion können die beiden putativen Aquaporine als quasi Dimer
in der Zellmembran vorgestellt werden, und deren Zentralpore besteht ebenfalls
nicht mehr aus vier symmetrischen Außenwänden des Aquaporinmonomers, son-
dern aus zwei Symmetrischen Außenwänden (s. Abb. 1.10). Es ist hochinteressant,
ob diese ungewöhnliche Konstruktion den beiden Aquaporinen neue Eigenschaften
verleihen können.
normales Homotetramer 
eines Aquaporins
 Homodimer eines 
putativen Aquaporins
?
Abbildung 1.10: putative Konstruktion des Homodimers (Pseudotetramers) von
TgAQP2 und EtAQP2 in Membranen (rechts) im Vegleich zu einem normalen
Homotetramer eines Aquaporins (links)
1.4.2 Zielsetzung der Arbeit
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Klonierung und funktionelle Charakteri-
sierung der beiden Aquaporin-Aquaporin-Fusionsproteine TgAQP2 und EtAQP2
sowie die jeweiligen Aquaporin-Domänen, welche durch ihre Besonderheiten an
Proteinsequenzen die neue Struktur-Funktionsbeziehung aufweisen könnten.
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1.5 Ungewöhnliches Aquaglyceroporin PfAQP aus
Plasmodium falciparum - ein wirklich gut
Wasser-leitendes Aquaglyceroporin?
1.5.1 Plasmodium falciparum und dessen Aquaglyceroporin
PfAQP
Die Malaria ist eine der häufigsten Infektionskrankheiten weltweit. Malaria wird
durch Protozoen der Gattung Plasmodium ausgelöst. Die vier humanpathogenen
Spezies P. falciparum, P. vivax, P. ovale und P. malariae können verschieden
klinische Manifestationen verursachen, allerdings ist P. falciparum, der Erreger
der Malaria tropica haupsächlich für die Mortalität der Malaria verantwortlich.
Ein einziges Aquaporin-Gen wurde im Genom von P. falciparum entdeckt [79]
und zum Teil charakterisiert [79, 80, 81, 82]. Allerdings wurden widersprüchliche
Messdaten besonders über seine Wasser-Leitfähigkeit berichtet. Im Vergleich zu
den anderen typischen Aquaglyceroporinen wie EcGlpF zeigte PfAQP in einigen
Publikationen relative hohe Wasser-Leitfähigkeit [79, 81], obwohl die ar/R-Region
von PfAQP und EcGlpF gleich aufgebaut (s. Abb. 1.3) und die Aminosäurereste
auf der Kanalseite sehr ähnlich zugeordnet sind. Die Kristallstruktur von PfAQP
[81] bestätigt die Vermutung, dass die Aminosäure E125 Wechselwirkung mit R196
hervorrufen können, und damit die Wasserstoffbrückenbindungen der Wasserket-
te an ar/R geändert werden können [30]. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass
eine einzige Änderung von einer Wasserstoffbrückenbindung am Kanalbereich bei
PfAQP die Wasser-Leitfähigkeit enorm beeinflussen kann.
In einer anderen Publikation wurde aber keine Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP bei
einem Protoplasten-basierten Schwelltest gezeigt [82], obwohl die Wasser-Leitfähig-
keit von PfAQP in einer anderen Forschungsgruppe mit dem ähnlichen Messprinzip
bei einer Liposome-basierten Stopped-Flow-Messung positiv nachgewiesen wurde
[81]. Dazu wurde die Diskussion ausgelöst, ob PfAQP wirklich ein gut Wasser-
leitendes Aquaglyceroporin ist und warum die unterschiedlichen Messdaten bei
den ähnlichen Testsystemen geliefert wurden.
Die Stopped-Flow-Messung als eine Standardmethode zur Charakterisierung der
Wasser- und Solut-Leitfähigkeit durch die Aqua(glycero)porine ist in verschiede-
nen Forschungslabors etabliert [26, 83, 84]. Allerdings sind die Testbedingungen
vor allem die eingesetzten Osmolyte bisher nicht einheitlich eingesetzt und damit
sind die Messdaten auch nicht direkt vergleichbar. Ob solche unterschiedlichen
Testbedingungen vor allem eingesetzte Osmolyte möglicherweise die Messung der
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zu untersuchenden Aqua(glycero)porine beeinflussen und damit die widersprüch-
lichen Messdaten verursachen können, ist bisher noch nicht untersucht.
1.5.2 Zielsetzung der Arbeit
Um PfAQP mit dem bekannten Aquaglyceroporin EcGlpF unter verschiedenen
Bedingungen (Osmolyten) bei der Stopped-Flow-Messung direkt vergleichen zu
können, wurden die beiden Aquaglyceroporine in Hefezellen exprimiert und zu
Protoplasten präpariert. Deren Wasser- und Solut-Leitfähigkeit wurden in ver-
schiedenen Osmolyten getestet, um die potenzielle Wechselwirkung von den Os-
molyten auf die beiden Aquaglyceroporine zu untersuchen. Einerseits geht es um
die Methodenentwicklung für die Stopped-Flow-Messung und die richtige Darstel-
lung/Charakterisierung der Aqua(glycero)porine, andererseits kann die Struktur-
Funktionsbeziehung der Aqua(glycero)porine z. B. PfAQP damit unter neuen As-
pekten betrachtet werden.
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2 Material
2.1 Enzyme, Kits, Chemikalien, Geräte und
Verbrauchsmaterial
Adolf Wolf SANOclav, Bad Überkingen-Hausen Sterilisationsautoklav
AGFA Healthcare, Mortsel, Belgien Rapid Fixer G354 und Developer G153 for
medical x-ray film processing
Applichem, Darmstadt Tween R©20, L-Prolin, Glycin
Amersham Biosciences, GE Healthcare, Littel Chalfont Buckinghamshire, UK
Hyperfilm ECL, PVDF-Blotting-membran HybondTM-P, ECL Puls Western
Blot Detektion System
Beckman Coulter, Krefeld Genome LabTM Dye Terminator Cycle Sequencing
with Quick Start Kit, OptimaTM XL-80 K Ultrazentrifuge, Rotor 50.2 Ti,
Beckman DU R©-530 Life Science UV/Vis Spectrophototmeter
Becton Dickinson, Heidelberg BactoTM-Agar, BactoTM-Yeast Extract, BactoTM-
Tryptone, BactoTM-Peptone, DifcoTM-Yeast Nitrogen Base w/o amino acids
Biochrom, Berlin Penicillin, Streptomycin, BSA
Biogenes, Berlin Antikörperherstellung complete and easy
Bio-Rad, München Transblot R© SD semidry transfer cell, Gene Pulser R© II Elec-
troporation System, Spannungsquelle für Elektrophorese Power-Pac 200, Bio-
Rad Protein Assay
Boehringer Mannheim, Mannheim DTT
Clemens, Waldbüttelbronn Dualblock Primus advanced HT2X und Primus 25
mit HT Manager Software
Enzo Life Sciences, Lörrach Auranofin
Eppendorf, Hamburg BioPhotometer, Kühlzentrifuge Centrifuge 5415R
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2 Material
Fermentas, St. Leon-Rot Restriktionsendonukleasen, Pfu-polymerase, λ-DNA, T4-
DNA Ligase
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK NHS HP SpinTrapTM
Genaxxon Bioscience,Biberach Tag-Polymerase (5U/ml), Ampicillin-Natrium, TE-
MED, SDS, dNTPs, 10× PCR-Puffer
Heraeus Instruments, Osterode Laborzentrifuge Multifuge 1S-R, Mikrozentrifu-
ge Biofuge pico
Herolab, Wiesloch UV-Translluminator UVT-20 S/M
Infors, Bottmingen, Schweiz Brutschränke Infors
Jackson Immuno Research Europe Ltd, Suffolk, UK Goat Anti-Mouse IgG
Jasco, Gross-Umstadt Stopped-Flow BioLogic: BioKine Ver 4.42, Küvette FC-
08, Lichtbox mit 150W Xe(Hg)-Lampe, Mischeinheit SFM-300, Microproces-
sor Unit MPS-60, Modular UV/Vis-Fluoreszenzspektrometer MOS-200, Mo-
nochrmator BH-10-61UV, Spannungsquelle ALX 250, Photomultiplier PMS
250
Kern & Sohn, Balingen Feinwaage ABS 120-4
LI-COR Biosciences, Bad Homburg LI-COR R© DNA Sequencer 4200 mit Aus-
wertungsystem
Macherey-Nagel, Düren Nucleotrap R©
Merck, Darmstadt Ammoniumperoxodisulfat (APS), HCl, PEG300
Mettler-Toledo, Gießen RAININ Classic R© Pipetten
MP Biomedicals, IIIkirch, Frankreich Ethidiumbromidtabletten, Zymolyase 20T
MWG-Biotech, Ebersberg Oligonukleotide (Primer)
National Diagnostics, Atlanta, USA Sequagel R© XR, Sequagel R© Complete Buf-
fer Reagent
New England Bio Labs, Frankfurt am Main Restriktionsendonukleasen, T4-Li-
gase, prestained Protein Marker
Panasonic, Osaka, Japan CCTV Camera WV-CD 20
Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Wellesley, USA Perkin-Elmer Ato-
mic Absorption Spectrophotometer 3030-B
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2.1 Enzyme, Kits, Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterial
Peqlab, Erlangen SDS-PAGE-Kammer PerfectBlue R© vertikales Dopplegelsystem
Twin S, peqGold Protein-Marker III prestained, peqGold Protein-Marker I
unstained
Pharmacia Biotech, Dübendorf, Schweiz Electrophoresis Power Supply-EPS 300
Promega, Madison, USA Wizard R© Plus SV MiniPreps DNA Pufication Kit
Qiagen, Hilden Ni-NTA-Agarose
Roche Applied Science, Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Rapid DNA Li-
gation Kit, complete EDTA-free Protease Inhibitor cocktail tablets, Lumi-
ImagerTM F1, Anti-HA (12CA5)
Roth, Karlsruhe Rotiphorese R© Gel 40 (37,5%), Rotiphorese R© Blau R, Milchpul-
ver, ATP, Na2HPO4, Glycerol, Glycin, KCl, MgCl2, Methanol, NaCl, NaOH,
Tris, Tween 20, Glucose, Sorbitol, EDTA, ZelluTrans Dialysiermembranen
Sarstedt, Nümbrecht Labor-Verbrauchsmaterialien (Pipettenspitzen, Sterilfilter)
Savant Instruments, Farmingoale, USA DNA SpeedVac R© 110 Vakuumzentrifu-
ge
Schleicher & Schuell, Dassel Whatman Chromatography Paper 3MM
SCHOTT Instruments, Mainz Digital-Labor-pH-Meter Lab 850
Scientific-Industries, Bohemia, USA Vortex Genie 2
SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation, Barsbüttel Reinstwasseranlage
Sigma-Aldrich, München APS, Urea, DNA-Natriumsalz Typ II vom Lachssper-
ma, Thioredoxin reductase from E. coli, Thioredoxin from E. coli
Stratagene, Heidelberg PfuTurbo R© DNA-polymerase
Südlaborbedarf, Gauting High Yield R© PCR Clean-up & Gel-Extraction Kit
Superior, Marienfeld Zählkammer Fuchs-Rosenthal Bright-line
Thermo Scientific, Schwerte SulfoLink R©Immobilization Trial Kit, Hochdruck-
Homogenisator French Press cell disrupter FA-078 mit French Press Zelle
FA-032
WTB Binder Labortechnik, Tuttlingen Heißluftsterilisator, Brutschrank
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2.2 Plasmide
Die graphische Darstellung von Plasmiden erfolgte mit Programm PlasMapper
Version 2.0.
Abbildung 2.1: pBluesript II SK(-)
Abbildung 2.2: pHA_RS426MET25
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2.2 Plasmide
Abbildung 2.3: pDR196-HA
Abbildung 2.4: pQE30
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2 Material
Abbildung 2.5: pTrc-10His-Xa
Abbildung 2.6: pIJ773
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2.3 Oligonukleotide (Primer)
2.3 Oligonukleotide (Primer)
2.3.1 Sequenzierungsprimer
Die Sequnzierungsprimer sind am 5’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD 800
markiert.
Name Sinn Sequenz Kurzberschreibung
T7 s TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG pBluesript II SK(-)
T3 as GTG TAA GTT GGT ATT ATG TAG pBluesript II SK(-)
Met25 s AGT AAA GCG TCT GTT AGA AAG G pHA_RS426MET25
Cyc1 as GAC TTC AGA TCC AGG GAT A pHA_RS426MET25
2.3.2 Klonierungsprimer
Die Schnittstellen sind fett gezeichnet.
Name Sinn Sequenz Kurzberschreibung
634-BamHI-f s GAG AGA GGA TCC ATG GGA GAG AAC
AGA CCG ATG AC
Strop634 (1)
634-r as TCA AAC GCC ATT GGT GCC GCC GGG
CCG AGA TG
Strop634 (2)
634-AQPD-
EcoRI-r
as GAG AGA GAA TTC CAC GAG CCT TTC
ATG CAG TGC GGA TTG
Strop634-AQP-D o.
Stopcodon (3)
634-AQPD-
XhoI-r
as GAG AGA CTC GAG TCA CAC GAG CCT
TTC ATG CAG TGC GGA TTG
Strop634-AQP-D m.
Stopcodon (4)
634-ArsCD-
BamHI-f
s GAG AGA GGA TTC ATG TCC GAC AAG
CCC AGC GTC CTG TTC
Strop634-ArsC-D (5)
634-ArsCD-
EcoRI-f
s GAG AGA GAA TTC ATG TCC GAC AAG
CCC AGC GTC CTG TTC
Strop634-ArsC-D (6)
1447-
BamHI-f
s GAG AGA GGA TTC ATG GTG GGA TAC
CAA GCG ATG AC
Strop1447 (7)
1447-r as TCA CGC GGT GGG GCG CAG CTC CGC
GAT C
Strop1447 (8)
1447-AQPD-
EcoRI-r1
as GAG AGA GAA TTC CCC GAG GCG CTC
CTC GTC GAT CTG
Strop61447-AQP-D
o. Stopcodon (9)
1447-AQPD-
EcoRI-r2
as GAG AGA GAA TTC TCA CCC GAG GCG
CTC CTC GTC GAT CTG
Strop1447-AQP-D
m. Stopcodon (10)
1447-ArsCD-
BamHI-f
s GAG AGA GGA TTC ATG GTC GAC AGG
CCC ACT GTG TTG TTC
Strop1447-ArsC-D
(11)
1447-ArsCD-
EcoRI-f
s GAG AGA GAA TTC GTC GAC AGG CCC
ACT GTG TTG TTC
Strop1447-ArsC-D
(12)
StTrx1-
EcoRI-f
s GAG AGA GAA TTC GTG GGA GCA ACC
AAG TCG GTC ACT GAC
StTrx1 (13)
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Name Sinn Sequenz Kurzberschreibung
StTrx1-
BamHI-r
as GAG AGA GGA TCC TCA GAG CGC GGA
CTG GAT GAG CTT G
StTrx1 (14)
StTrx2-
EcoRI-f
s GAG AGA GAA TTC ATG GCA ACC GTT
GAG CTG ACC ATG
StTrx2 (15)
StTrx2-
BamHI-r
as GAG AGA GGA TCC TCA GTT GGG GTG
CTC GGC GAG CTT CTT G
StTrx2 (16)
StTrxR-
XhoI-f
s GAG AGA CTC GAG GTG GAT GAC GTC
CGC AAC CTG ATC
StTrxR (17)
StTrxR-
BamHI-r
as GAG AGA GGA TCC TCA GCC CTG GAT
GGT GGC GAT G
StTrxR (18)
EcoRI-XhoI-
up
s AATTCGGGC EorRI-XhoI-Adapter
(19)
EcoRI-XhoI-
down
s TCGAGCCCG EorRI-XhoI-Adapter
(20)
EtAQP2-
BamHI-f
s GAG AGA GGA TCC ATG AGT TCT CAG
AAG CCG GCG TTG GCG GAG
EtAQP2 (21)
EtAQP2-
HindIII-r
as GAG AGA AAG CTT CTA GAG CCG CCT
CCG GTA CTC CGA AGG CAT
EtAQP2 (22)
EtAQP2a-
HindIII-r
as GAG AGA AAG CTT CTA CTG CAG ACT
CCG CTC CGA GGC CTT CTC CAG
EtAQP2a (23)
EtAQP2b-
BamHI-f
s GAG AGA GGA TCC AAG GCC TCG GAG
CGG AGT CTG CA
EtAQP2b (24)
EtAQP2-
SacI-f
s GAG AGA GAG CTC GGC GCG GGC CTC
CTG GTG
EtAQP2 (25)
EtAQP2-
SacI-r
as GAG AGA GAG CTC CAG GTG ACC CCG
GAA TAT G
EtAQP2 (26)
TgAQP2-
BamHI-f
s CT GGA TCC GAG ATG GCA GAC TTT
GAC AAG
TgAQP2 (27)
TgAQP2-
HindIII-r
as TC AAG CTT AAC CAT TTG ACT TGA
GTT TCG T
TgAQP2 (28)
TgAQP2a-
XhoI-r
as GAG AGA CTC GAG CGC GTG TCT CTG
GTA CTG GCT G
TgAQP2a (29)
TgAQP2b-
BamHI-f
s GAG AGA GGA TCC AAG CTG GCG TAC
GAC AAC CTG
TgAQP2b (30)
2.3.3 Primer zur Konstruktion und Verifizierung des
E. coli-Knockouts
Die Schnittstellen sind fett gezeichnet.
Name Sinn Sequenz Kurzberschreibung
arsO5-NotI-f s GAG AGA GCG GCC GCA TGT TAA AGG
GCT AAG AGT AGT GTG CTC
5’-Linkerarm
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2.5 Verwendete S. cerevisiae-Stämme
Name Sinn Sequenz Kurzberschreibung
arsO5-
EcoRI-r
as GAG AGA GAA TTC TGA CAT ATT GCG
CTC CTG ATT GTT GCA GGT AG
5’-Linkerarm
arsO3-
HindIII-f
s GAG AGA AAG CTT AAG CGG CGA TAT
CCC CCC CAC AGG TTG TTA G
3’-Linkerarm
arsO3-KpnI-
r
as GAG AGA GGT ACC TTC AGC AAT AAA
ATT AGT ATC TGA AAA CAT GG
3’-Linkerarm
arsO+1550-f s TGT GCG TTG GAT CGG AAG AGA AGA
TTG TC
5’-Verifizierung
v1a-r as ACG ACG CTG CAT CTT GCC GAG TTG
ATG GCA AAG GTT C
5’-Verifizierung
3a-f s TCA GCG TGA CAT CAT TCT GTG GGC
CGT ACG CTG GTA C
3’-Verifizierung
arsO-1230-r as TTA AGT AGA TCT TCG AAA TAA AAC
CTT G
3’-Verifizierung
2.4 Verwendete E. coli-Stämme
DH5α F− ϕ80lacZ∆15M(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1
phoA supE44 hsdR17(rk− , mK+)λ− thi-1 gyrA96 relA1
[85]
XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1
lac[F’proAB lacIqZδM15 Tn10(Tetr)] [86]
BL21(DE3)pRep4 F− ompT hsdSB(rB− , mB+) gal dcm (DE3) pRep4
(Neor)
SK46 F− endA1 hsdR17 supE44(AS) rfbD1 spoT1 thi-1
aqpZ∆(Kanr) glpF∆(Smr) [87]
SK47 F− endA1 hsdR17 supE44(AS) rfbD1 spoT1 thi-1
aqpZ∆(Kanr) glpF∆(Smr) arsO∆(HPRr)
2.5 Verwendete S. cerevisiae-Stämme
BY4742 MATα, his3∆1, leu2∆0, lys2∆0, ura3∆0 von Euroscarf
BY4742∆fps1 MATα, his3∆1, leu2∆0, lys2∆0, ura3∆0,
fps1::KanMX4
31019∆fps1 MATα, ura3, mep1∆mep2∆::LEU, mep3∆::KanMX2;
fps1∆0
CY162 MATα, ura3-52, trk1∆, his3∆200, his4-15,
trk2∆1::pCK64
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2.6 Puffer und Lösungen
Alle Puffer und Lösungen für die molekularbiologischen Methoden wurden steril-
filtriert (0,2 mM Porenweite) bzw. autoklaviert (121◦C, 2 bar, 20min).
2.6.1 Puffer und Lösungen für Molekularbiologie
Agarose-Gelelektrophorese von DNA
TAE Puffer Probenpuffer orange (10×)
40mM Tris/Acetat, pH 8,0 0,4% Orange G
1mM EDTA 30% Glycerol
100mM EDTA
Miniprep (ohne Kit)
P1-Puffer P2-Puffer
25mM Tris-HCl, pH 8,0 200mM NaOH
10mM EDTA 1% SDS
P3-Puffer
3M Kaliumacetat, pH 5,5
Puffer für DNA-Isolierung
TE-Puffer Phenol/Chloroform-Lösung (V/V)
10mM Tris-HCl, pH 8,0 95% Phenol
1mM Na2EDTA 4% Chloroform
1% Isoamylalkohol
SDS-Lösung
10% SDS
2.6.2 Puffer und Lösungen für die Zellkultur
Die Festnährmedien (Agarplatten) werden in entsprechenden Flüssigmedien mit
Zugabe von 15 g/l Agar hergestellt.
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2.6 Puffer und Lösungen
Bakterien-Nährmedien (ggf. mit Selektionsantibiotika)
LB-Medium SYPD-Medium
10 g/l Trypton 4 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl 2 g/l Pepton
5 g/l Hefeextrakt 3 g/l Glucose
10mM Tris-HCl, pH 7,5
Apr (1000×) 28 g/l Seesalz
50mg/ml Apramycin
Amp (1000×) Tet (1000×)
100mg/ml Ampicillin in 50%ig
Ethanol
15mg/ml Tetracyclin in 50%ig
Ethanol
S. cerevisiae-Nährmedien
YPD-Medium SD-Medium
10 g/l Hefeextrakt 1,7 g/l YNB
20 g/l Pepton 5 g/l Ammoniumsulfat
20 g/l Glucose 20 g/l Glucose
mit NaOH auf pH5,6
SD HLK-Medium
nach dem Autoklavieren zu SD-Medium
hinzugeben:
20mg/l L-Histidin
20mg/l L-Leucin
20mg/l L-Lysin
Lösungen für Transformation von E. coli
LB (1,5×) TSS-Lösung
15 g/l Trypton 15ml LB (1,5×)
15 g/l NaCl 4ml PEG (MW 3350) 50%
7,5 g/l Hefeextrakt 0,4ml 1M MgCl2
10mM PIPES, pH6,5 1ml DMSO
CM-Lösung (10×)
100mM CaCl2
100mM MgCl2
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Lösungen für Transformation von S. cerevisiae
Lithiumacetatlösung PEG-Lösung
1M Lithiumacetat 50% PEG (MW3350)
single stranded-carrier DNA (2mg/ml)
200mg in 100ml TE-Puffer
2.6.3 Puffer und Lösungen für Proteinchemie
Membranproteinpräparation aus S. cerevisiae
Extraktionspuffer Lagerungspuffer
20mM Tris-HCl, pH 8,0 20mM Tris-HCl, pH 7,5
10mM MgCl2 100mM KCl
1mM EDTA 0,1mM EDTA
1mM DTT 1mM DTT
1mM PMSF 1mM PMSF
5% Glycerol 10% Glycerol
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Trenngelpuffer (4×) Sammelgelpuffer (4×)
1,5M Tris-HCl, pH 8,8 500mM Tris-HCl, pH 6,8
0,4% SDS 0,4% SDS
Kathodenpuffer SDS-Probenpuffer (4×)
25mM Tris-HCl, pH 8,3 250mM Tris-HCl, pH 6,8
192mM Glycin 400mM DTT
0,1% SDS 0,02% Bromphenolblau
8% SDS
Entfärbelösung 40% Glycerol
10% Essigsäure
30% Ethanol
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Western Blot
Transferpuffer (5×) Transferpuffer (1×)
25mM Tris-HCl, pH 8,3 10ml Transferpuffer (5×)
192mM Glycin 10ml Methanol
0,0375% SDS 30ml Aqua bidest.
TBS-Puffer (10×) TBS-T-Puffer
0,2mM Tris-HCl, pH 7,6 100ml/l TBS-Puffer (10×)
1,35mM NaCl 1ml/l Tween 20
M-TBS-T-Puffer (10×)
3% Milchpulver in TBS-T-
Puffer
Protein-Affinitätschromatographie
Zelllysepuffer Wasch- und Elutionspuffer
12,5mM Tris-HCl, pH 8,5 7,5-400 Imidazol in Zelllysepuffer
12,5mM NaCl mM
Protein-Dialyse
PBS-Puffer Tris-Dialysepuffer
10mM Na2HPO4 50mM Tris-HCl, pH 8,5
2mM KH2PO4 2mM NaCl
137mM NaCl 2mM MgCl2
2,7mM KCl
mit HCl auf pH7,4
Protein-Fällung
TCA-Lösung (100% (w/V))
500mg Trichloressigsäure
350 ml Aqua bides.
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2.6.4 Puffer und Lösungen für funktionelle Charakterisierung
S. cerevisiae-Wachstumsassay
Spurenelemente-Stammlösung (1000×) Vitamin-Stammlösung (100×)
160 mM H3BO3 0,3mM Thiamin-HCl
4 mM CuSO4 0,4mM Calcium-D-Panthothenat
13 mM NaI 0,5mM Pyridoxin-HCl
16,5 mM Na2MoO4 0,6 mM D-Biotin
49 mM ZnSO4
47,6 mM Zitronensäure
2,4mM MnSO4
18,5mM FeCl3
Protoplasten-Präparation und Stopped-Flow-Messung
Puffer I Puffer II
50mM KH2PO4 pH7,2 50mM KH2PO4 pH7,2
0,2% b-Mercaptoethanol 0,2% b-Mercaptoethanol
1,8M Osmolyt
Puffer III
10mM Tris-HCl, pH 7,2 Puffer IV
50mM NaCl 10mM Tris-HCl, pH 7,2
10mM CaCl2 50mM NaCl
1,2M Osmolyt 10mM CaCl2
0,6-1,8M Osmolyt je nach Testbe-
dingungen
Thioredoxinreduktase-Enzymassay
TrxR-Enzymtestpuffer (5×) DTNB-Lösung (5×)
250mM Tris-HCl 2mM DTNB
500mM NaCl
2,5mM EDTA
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Arsenatreduktase-Enzymassay
ArsC-Enzymtestpuffer (5×) E. coli Trx-Lösung (10×)
100mM Tris-HCl, pH 7,5 67,2 mM E. coli Thioredoxin
750mM NaCl
2,5mM EDTA E. coli TrxR-Lösung (10×)
3,45 mM E. coli Thioredoxinre-
duktase
Phosphotyrosinphosphatase-Enzymassay
PTPs-Enzymtestpuffer (5×) NPP-Lösung
100mM Tris-HCl, pH 7,5 400 mM 4-Nitrophenylphosphat
750mM NaCl
2,5mM EDTA
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3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Isolierung der genomischen DNA aus S. tropica
Die Isolierung der genomischen DNA aus S. tropica erfolgte mittels der von Abed
et al. beschriebenen Mikrowellen-Methode [88]. Zellen einer S. tropica Dauerkul-
tur wurden in 100ml SYPD-Medium überimpft und für 2 Tage bei 29◦C unter
Schütteln inkubiert. Nach Zentrifugation (2 500× g, Raumtemperatur, 5min) wur-
de das Bakterienpellet mit 1ml TE-Puffer gewaschen und noch einmal zentrifu-
giert (13 000× g, Raumtemperatur, 5min). Das Bakterienpellet wurde in 300 ml
TE-Puffer und 150 ml 10% (w/V) SDS-Lösung resuspendiert. Nach 30min Inku-
bation bei 65◦C wurden die Zellen wieder abzentrifugiert (13 000× g, Raumtem-
peratur, 5min). Das Pellet wurde in einer Mikrowelle (600W) 3-mal für jeweils
30 Sekunden erhitzt, wobei dazwischen das Pellet auf Raumtemperatur abkühlen
gelassen wurde. Danach wurde das Pellet in 200 ml TE-Puffer resuspendiert. Nach
Phenol/Chloroform-Extraktion, Ethanol Fällung und Zentrifugation (13 000× g,
4◦C, 30min) wurde das DNA-Pellet noch 2-mal mit 70% Ethanol gewaschen. Das
getrocknete DNA-Pellet wurde anschließend in 40 ml Aqua bidest. mit Zugabe von
0,4 ml RNase-Lösung (10mg/ml) aufgelöst. Zur Entfernung der RNA wurde die
DNA-Lösung bei 37◦C für 3 h inkubiert. Danach wurde die fertige DNA-Lösung
bei 4◦C gelagert.
3.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die Polymerasekettenreaktion wurde zur Amplifikation von DNA-Sequenzen ein-
gesetzt. Für die Reaktion wurde die zu amplifizierende DNA als Template mit
zwei sequenzspezifischen Primern (jeweils 0,5 mM), dNTPs (jeweils 200 mM), PCR-
Puffer (mit 2mM MgCl2) und DNA-Polymerase (1U Taq bzw. Pfu) versetzt und
mit Aqua bidest. auf 50 ml aufgefüllt. Das Temperaturprogramm (s. Tab. 3.1, 3.2)
wurde an die verwendeten DNA-Template, die eingesetzten Primer und die Länge
des PCR-Produktes angepasst.
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Tabelle 3.1: Standard-PCR-Temperaturprogramm
Denaturierung 95◦C 5min
20-40 Zyklen
Denaturierung 95◦C 1min
Primer-Anlagerung Tm 30 s
Denaturierung 95◦C 1min
Extension 72◦C 1-3min
Auffüllung unfertiger Pro-
dukte
72◦C 20min
Kühlung der Produkte und
Lagerung
4◦C ∞
Tabelle 3.2: Touchdown-PCR-Temperaturprogramm
Denaturierung 95◦C 5min
10 Zyklen
Denaturierung 95◦C 1min
Primer-Anlagerung Tm + 10◦C, pro
zwei Zyklen -2◦C
30 s
Extension 72◦C 1-3min
20 Zyklen
Denaturierung 95◦C 1min
Primer-Anlagerung Tm 30 s
Extension 72◦C 1-3min
Auffüllung unfertiger Pro-
dukte
72◦C 20min
Kühlung der Produkte und
Lagerung
4◦C ∞
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Die Anzahl der Zyklen war von der Güte der DNA-Quelle abhängig. Bei der Ver-
wendung von Miniprep-DNA als Template wurden i.d.R. 30 Zyklen gefahren. Die
Anlagerungstemperatur Tm in ◦C wurde näherungsweise mit der Formel (3.1) be-
rechnet:
Tm = 4 · (GC%) + 2 · (AT%) (3.1)
Dabei entsprechen GC% und AT% dem prozentualen GC- und AT-Gehalt im Pri-
mer. Falls die Anlagerungstemperaturen der beiden verwendeten Primer nach Be-
rechnung unterschiedlich waren, wurde mit der niedriger errechneten Temperatur
gearbeitet.
Die Extensionszeit tex in [s] ergab sich aus der Formel (3.2):
tex = 0, 06 · Länge des erwarteten Produkts [bp] (3.2)
Sie betrug jedoch mindestens 1min.
3.1.3 Agarose-Gelelektrophorese von DNA
Je nach der zu erwartenden Bandengröße wurden 1-3% (w/V) Agarose in TAE-
Puffer (50ml) suspendiert und in einer Mikrowelle geschmolzen. Nach Abkühlen
wurde 1 ml Ethidiumbromid-Lösung (10mg/ml) zugegeben. Als Laufpuffer wur-
de ebenfalls TAE-Puffer verwendet. Die DNA-Proben wurden mit 1/10 Volumen
10× Ladepuffer versetzt und bei 100V elektrophoretisch aufgetrennt. Als Größen-
marker wurden EcoRI/HindIII-verdaute bzw. PstI-verdaute λ-DNA verwendet (s.
Abb. 3.1). Die DNA-Banden wurden bei einer Anregungswellenlänge von 366 nm
detektiert.
3.1.4 Extraktion von DNA aus Agarosegelen
Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden entweder mit dem Nucleotrap R©-Kit
oder mit dem High Yield R© PCR Clean-up & Gel-Extraktion Kit entsprechend den
Herstellungsangaben aus Agarosegelen extrahiert. Zur Elution wurden zwischen
15 und 50 ml Aqua bidest. eingesetzt.
Wenn eine Aufkonzentrierung von DNA erforderlich war, wurde diese mit der
SpeedVac R© durchgeführt.
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 1,5 % Agarose 
1 u
Lambda DNA/EcoRI + HindIII MarkerLambda DNA/PstI
11501
5077474945072838255624582443
21401986
1700
11591093
805
514
468
448
439
264
247
Marker
0,237
0,1050,0990,0930,058
0,052
0,0440,041
0,035
0,0240,023
0,017
0,005
0,077
0,0090,009
0,011
0,297
1 ugg
0,43821226
5148
4973
4268
3530
19042027
1584
1375
947
831
564
0,106
0,103
0,088
0,073
0,0420,039
0,033
0,028
0,019
0,017
0,012
 1,5 % Agarose 
Abbildung 3.1: PstI verdaute und EcoRI/HindIII verdaute λ-DNA als DNA-
Größenmarker
3.1.5 DNA-Aufreinigung
Mit den zwei soeben genannten Kit konnte auch die DNA z. B. PCR-Produkte oder
mit Restriktionsenzymen verdaute DNA aufgereinigt werden. Die Durchführung
war wiederum entsprechend den Herstellungsangaben.
3.1.6 Phenol/Chloroform Extraktion
Phenol/Chloroform Extraktion dient dazu, die Proteine (i. d. R Enzyme, DNasen)
von einer wässrigen DNA-Lösung abzutrennen. Zunächst wurde die DNA-Lösung
mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (V/V/V: 50/49/1)
ausgeschüttelt (ca. 1min vortexen). Die Phasentrennung wurde durch Zentrifuga-
tion bei 13 000× g für 1min durchgeführt. Die Proteine befanden sich dann an
der Phasengrenzschicht (weiße Haut). Die wässrige Oberphase wurde abpipettiert
und 2-mal mit je 200 ml Chloroform/Isoamylalkohol (V/V: 24/1) ausgeschüttelt
und zentrifugiert, um Phenolreste zu entfernen. Die obere wässrige Phase enthielt
die von den Proteinen befreite DNA, die noch durch Ethanol-Fällung konzentriert
werden musste.
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3.1.7 Ethanol-Fällung von DNA
Die DNA-Lösung wurde mit 1/10 ihres Volumens an Natriumacetat-Lösung (3M,
pH4,5) und dem 2,5fachen des Volumens an eiskaltem Ethanol (100%) versetzt.
Nach kurzem Vortexen wurde der Ansatz zur Ausbildung eines Niederschlags min-
destens 30min bei -20◦C gehalten und anschließend bei 15 000× g und 4◦C 30min
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 ml eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen und
noch einmal bei 15 000× g und 4◦C für 30min zentrifugiert. Der Überstand wurde
entworfen. Nach Trocknen an der Luft bei Raumtemperatur wurde das Pellet in
40 ml Aqua bidest. aufgenommen.
3.1.8 Konzentrationsbestimmung von DNA
Photometrische Konzentrationsbestimmung
Die Konzentration von DNA in Lösung wurden photometrisch bei λ = 260 nm
bestimmt. Die Konzentration von DNA konnte mit folgender Formel (3.3) in mg/ml
berechnet werden:
c [mg/ml] = E260 nm · f · Verdünnung (3.3)
f = 0,02 bei Oligonukleotiden, Einzelstrang-DNA
f = 0,04 bei Plamiden, Doppelstrang-DNA
Mit dem Verhältnis von E260 nm/E280 nm konnte zusätzlich die Qualität von DNA
auch photometrisch geprüft werden. Wenn das Verhältnis über 1,8 lag, konnte man
davon ausgehen, dass die DNA frei von Proteinen vorlag.
Konzentrationsbestimmung durch Agarosegel
Die Konzentration von DNA konnte durch einen Intensitätsvergleich mit DNA-
Marker auf einem Agarosegel geschätzt werden. Insbesondere wurden die Konzen-
trationen von Vektor und Insert vor Ligationen durch diese Methode bestimmt.
3.1.9 Restriktionsverdau von DNA
Für die Restriktionsverdaue wurden üblicherweise 50-300 ng DNA in einem Vo-
lumen von 20-50 ml mit Restriktionsenzym(en) (1U/mg DNA) in entsprechendem
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Puffer für ca. 1 h inkubiert. Die Inkubationstemperatur richtete sich nach den ver-
wendeten Enzymen. Bei Verwendung von mehreren Enzymen im selben Ansatz
wurde die Reaktion wenn möglich in einem für alle eingesetzten Enzyme kompa-
tiblen Puffer angesetzt. Wenn die Inkompatibilität zu groß war, wurde ein zusätz-
licher DNA-Aufreinigungsschritt zwischen beiden Verdauen durchgeführt.
3.1.10 5’-DNA-Phosphorylierung
Um die Ligationseffizienz zu erhöhen, konnten die PCR-Produkte zur Ligation in
dephosphorylierte Vektoren am 5’-Ende phosphoryliert werden. Diese 5’-Phospha-
treste wurden mit Hilfe der T4-Polynucleotidkinase eingeführt. 1-2 mg der gerei-
nigten DNA wurden mit Kinase-Puffer, ATP (1mM) und T4-Polynukleotidkinase
(10U) bei 37◦C für 1 h inkubiert. Anschließend wurde das Enzym bei 70◦C 10min
inaktiviert.
3.1.11 5’-DNA-Dephosphorylierung
Die Religation eines geschnittenen Vektors mit glatten Enden konnte durch De-
phosphorylierung der 5’-Enden verhindert werden. Dazu wurden 1-2 mg geschnit-
tener Vektor mit 0,2U alkalischer Phosphatase in Dephosphorylierungspuffer bei
37◦C für 45min inkubiert.
3.1.12 Ligation von DNA
Die Ligation von geschnittenen DNAs (Inserte und Vektoren) erfolgte unter Ein-
satz der T4 DNA Ligase im entsprechenden Puffer bei Raumtemperatur für 30min
oder bei 16◦C über Nacht. Für eine effiziente Ligation wurde ein molares Verhält-
nis von 3:1 (Insert:Vektor) in die Reaktion eingesetzt. Die gesamte Vektormenge
betrug standardmäßig 30-100 ng.
3.1.13 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen
Zur Herstellung von chemisch kompetenten E. coli-Zellen wurden DH5α-Stamm
oder XL1-Blue-Stamm genommen. Bei der Herstellung von DH5α-Stamm-kompe-
tenten Zellen wurde kein Selektionsantibiotikum eingesetzt, bei der Herstellung von
XL1-Blue-Stamm-kompetenten Zellen wurde 15 mg/l Tetracyclin zum LB-Medium
zugegeben. Beide E. coli Stämme eigneten sich für die Blau-Weiß-Selektion.
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Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen (PEG+DMSO Methode)
[89]
5ml LB-Medium wurden mit einer Bakterienkolonie angeimpft und bei 37◦C und
200 rpm über Nacht inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurde eine Hauptkultur mit
100ml LB-Medium inokuliert (1:100) und bei 37◦C unter Schütteln inkubiert, bis
eine OD600 von 0,3-0,4 erreichte (ca. 2-3,5 h). Die Zellen wurden auf Eis für min-
destens 10min gehalten und danach bei 1 000× g und 4◦C für 10min zentrifugiert.
Der Überstand wurde abpipertiert und das Pellet wurde einmal mit 10ml Eis vor-
gekühlter TSS-Lösung gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation (1 000× g,
4◦C, 10min) wurde das Pellet in 10ml Eis-vorgekühlte TSS-Lösung resuspendiert
und 10min auf Eis inkubiert. 100 ml wurden Aliquots bei -80◦C bis zur Transfor-
mation gelagert.
Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen (Calciumchlorid-Methode)
[90]
Eine Bakterienkolonie wurde am Vormittag in 5mL LB-Medium überführt und bei
37◦C und 200 rpm unter Schütteln inkubiert. Diese Vorkultur wurden am Abend in
100ml LB-Medium überführt und bei 20◦C und 200 rpm über Nacht wachsen ge-
lassen, bis am folgenden Tag eine OD600 von 0,4-0,6 erreicht war. Die Zellen wurden
zuerst auf Eis für 10min inkubiert und bei 2 000× g und 4◦C für 10min pelletiert.
Das Pellet wurde in 30ml kalter 0,1M CaCl2-Lösung resuspendiert und wiederum
10min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 2 000× g, 4◦C
und 10min wurde das Pellet in 10ml kalter CaCl2-Lösung resuspendiert und auf
Eis für 20min inkubiert. Nach der Zentrifugation wurde das Pellet in 5ml 0,1M
CaCl2-Lösung mit 20% Glycerol resuspendiert und für mindestens vier Stunden
auf Eis gehalten. 100 ml Aliquots wurden bis zur Transformation bei -80◦C gelagert.
Herstellung elektrokompententer E. coli-Zellen
Eine Bakterienkolonie wurde in 5ml LB-Medium angeimpft und bei 37◦C und
200 rpm über Nacht inkubiert. Diese Vorkultur wurde 1:100 in 200ml LB überführt
und bei 37◦C und 200 rpm bis zu einer OD600 von 0,7-0,8 weiterwachsen gelassen.
Nach der Zentrifugation bei 2 000× g, 4◦C und 5min wurde das Pellet dreimal mit
jeweils 25ml eiskaltem Aqua bidest. gewaschen. Nach der weiteren Zentrifugati-
on (2 000× g, 4◦C und 5min) wurde das Pellet in 1ml eiskalter Glycerol-Lösung
(10%ig) resuspendiert. 50 ml Aliquots wurden bis zur Transformation bei -80◦C
gelagert.
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3.1.14 Transformation von E. coli-Zellen
Transformation von E. coli (Calciumchlorid-Methode)
Der Ligationsansatz oder das fertige Plasmid wurde mit 10 ml 10× CM-Lösung
gemischt und mit Aqua bidest. auf 100 ml aufgefüllt. Das Ganze wurde zu den ge-
rade aufgetauten kompetenten E. coli-Zellen gegeben. Nach der Inkubation auf
Eis für 30min wurde der Ansatz bei 42◦C für 1min und anschließend auf Eis für
2min inkubiert. Es wurden 900 ml LB-Medium hinzugegeben und der Ansatz bei
37◦C für 60min unter Schütteln inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 13 000× g
für 1min wurden 900 ml des Überstandes verworfen und der Rückstand in den ver-
bliebenen 100 ml resuspendiert und auf LB-Agarplatten mit Selektionsantibiotikum
ausplattiert. Die Platten wurden bei 37◦C über Nacht inkubiert.
Transformation von E.coli (PEG+DMSO-Methode)
Der Ligationsansatz konnte direkt zu den auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen
gegeben werden. Die weitere Prozedur erfolgte entsprechend der CaCl2-Methode.
Transformation von elektrokompententen E. coli-Zellen
Bei der Elektroporation wird ein kurzer elektrischer Impuls auf die Zellen ange-
legt, so dass die Permeabilität der Zellmembran verändert wird. Die DNA aus der
Umgebung können dadurch in die Zellen aufgenommen werden.
Die elektrokompetenten E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit der DNA ge-
mischt und in die vorgekülten Elektroporationsküvetten pipettiert. Vor der Elek-
troporation mussten die beiden Metallelektroden der Elektroporationsküvette gut
abgetrocknet werden. Die Pulsdaten betrugen für E. coli 25 mF, 600Ohm, 2,5 kV.
Nach der Elektroporation wurde 1ml LB-Medium in die Küvette zugegeben und
die Zellen in ein steiles Eppi transferiert. Die Zellen wurden bei 37◦C für 60min
unter Schütteln inkubiert. Das anschließende Vorgehen ist analog zu der CaCl2-
Methode.
3.1.15 Blau-Weiß-Selektion
Die Blau-Weiß-Selektion diente zur Kontrolle der Klonierung des gewünschten
DNA-Fragments (Insert) in den Vektor pBluescript II SK(-).
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40 ml IPTG-Lösung (0,1M) und 40 ml X-Gal-Lösung (2%) wurden auf Agarplatten
ausgestrichen, bevor die transformierten E. coli (XL1-Blue- oder DH5α-Zellen)
darauf pipettiert und verteilt wurden. Nach Inkubation über Nacht bei 37◦C sollten
die rekombinanten Kolonien mit Insert weiß oder zum Teil hellblau und die ohne
Insert blau erscheinen.
3.1.16 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli (Miniprep)
Einzelklone wurden in 6ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum über
Nacht bei 37◦C unter Schütteln inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte
gemäß der Vorschrift des verwendeten Wizard R© Plus SV Minipreps DNA Purifi-
cation System. Die DNA wurde mit 40-45 ml Wasser eluiert und bei 4◦C gelagert.
Alternativ dazu wurde Miniprep ohne Kit durchgeführt. Die Zellkultur wurde bei
13 000× g 1min zentrifugiert. Das Pellet wurde zuerst in 150 ml P1-Puffer mit Zuga-
be von 2 ml DNase-freien RNase A (10mg/ml) resuspendiert und auf Eis gehalten.
Danach wurden 200 ml P2-Puffer zugegeben und durch 4-mal Umkehrung des Re-
aktionsgefäßes gemischt (nicht Vortexen). Innerhalb 5min wurden 200 ml P3-Puffer
dazu pipettiert und durch 2-mal Umkehrung des Gefäßes gemischt. Nach Inkuba-
tion auf Eis für 10min wurden die chromosomale DNA und andere Zellinhaltstoffe
durch 5min Zentrifugation bei 4◦C entfernt. Der Plasmid enthaltende Überstand
wurde mit dem gleichen Volumen (550 ml) Isopropanol gemischt und für 10min bei
RT inkubiert. Das Ganze wurde nochmals 30min bei 13 000× g zentrifugiert. Das
Plasmidpellet wurde einmal mit 70% Ethanol gewaschen und bei 70◦C für 1min
getrocknet, um das überschüssige Ethanol zu entfernen. Die Plasmid-DNA wurde
mit 40 ml Wasser aufgelöst und bei 4◦C gelagert.
3.1.17 DNA-Sequenzierung
DNA-Sequenzierung mit LI-CORTM DNA Sequencer
Die DNA-Sequenzierung erfolgt nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode nach
Sanger mit dem Thermo SequenaseTM Primer Cycle Sequencing Kit. Zu je 1,5 ml
Reaktionsmix (G/A/C/T-Nukleotidmix) wurden 3 ml Mastermix, besteht aus 1-
2 pmol Plasmid-DNA und 2-4 pmol fluoreszenzmarkierter Primer, pipettiert. Die
Mischung wurden mit Miniralöl überschichtet und einem PCR-Programm (s. Tab.
3.3) unterzogen.
Nach der PCR-Reaktion wurden die Sequenzieransätze mit je 5 ml Formamid-Puffer
versetzt und 0,5-1 ml davon auf ein Polyacrylamidgel (6%) (s. Tab. 3.4) geladen.
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Tabelle 3.3: PCR-Programm für die Sequenzierung von DNA mit LI-CORTM DNA
Sequencer
Denaturierung 95◦C 2 min
30 Zyklen
Denaturierung 95◦C 20 s
Primer-Anlagerung Tm 20 s
Extension 70◦C 20 s
Kühlung der Produkte und
Lagerung
4◦C ∞
Die Elektrophorese erfolgte mit Hilfe des LI-CORTM DNA Sequencer 4200 bei
1500V mit TBE als Laufpuffer. Die Auswertung wurde mit der BaseImagIR V.4.2
Software durchgeführt.
Tabelle 3.4: Zusammensetzung des Sequenziergels
30ml SequaGel R© XR 7,5%
7,5ml SequaGel R© Complete Buffer Reagent
400 ml DMSO
300 ml 10% APS
DNA-Sequenzierung mit Beckman CEQTM DNA Sequencer
Mit dem gleichen Prinzip wurde die Sequenzierung mit Beckman CEQTM DNA
Sequencer durchgeführt, wobei statt der fluoreszenzmarkierten Primer hier vier
verschieden fluorenszenzmarkierte Didesoxynukleotide in dNTPs bei der PCR ein-
gesetzt wurden. Zu jedem 10 ml PCR-Ansatz wurden 50-100 ng DNA, 1,6 pmol
Primer und 4 ml DTCS (Dye Terminator Cycle Sequencing) Quick Start Master
Mix pipettiert. Ein PCR-Programm (s. Tab. 3.5) wurde durchgeführt.
Der jeweilige fertige Sequenzieransatz wurde einem Aufreinigungprocess mit Etha-
nol-Fällung unterzogen und das DNA-Pellet wurde in 40 ml im Kit beigelieferten
Probe-Ladepuffer gelöst. Die Auftrennung und Detektion des Sequenzieransatzes
erfolgte mit dem Kapillarsequenzierer CEQTM 8000. Die Ergebnisse wurden mit
der CEQTM 8000 Genetic Analysis System Software ausgewertet.
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Tabelle 3.5: PCR-Programm für die Sequenzierung von DNA mit Beckman CEQTM
DNA Sequencer
30 Zyklen
Denaturierung 96◦C 20 s
Primer-Anlagerung 50◦C 20 s
Kühlung der Produkte und
Lagerung
4◦C ∞
3.1.18 Transformation von S. cerevisiae (LiAc-Methode)
Der zu transformierende Hefestamm wurde in 5ml YPD-Medium angeimpft und
über Nacht bei 29◦C unter Schütteln (200 rpm) inkubiert. Am nächsten Morgen
wurden 50ml YPD-Medium mit der Übernachtkultur angeimpft, damit die OD600
im frischen Medium 0,2 betrug. Das Medium wurde noch 3-5 Stunden bei 29◦C
im Schüttler (200 rpm) inkubiert bis die OD600 zu ca. 0,6 erreichte. Die Hefezel-
len wurden bei 2 500× g und 4◦C für 5min abzentrifugiert, das Pellet wurde zwei
mal mit Aqua bidest. gewaschen (1× 25ml, 1× 1ml) und anschließend in 1ml
Aqua bides. resuspendiert. 100 ml Zellsuspension für jede Transformation wurden
in ein Eppendorfgefäß pipettiert und nochmal zentrifugiert. Zum Hefezellpellet
wurden dann 360 ml Transformationsmischung (240 ml PEG3500 (50%), 36 ml Li-
thiumacetat (1M), 50 ml gekochte single-stranded-carrier DNA, 34 ml Wasser und
0,4 ml Plasmid-DNA) gegeben und das Ganze unter starkem Vortexen resuspen-
diert. Nach der Inkubation bei 42◦C für 1 h wurde der Ansatz erneut zentrifugiert
(13 000× g, 1min) und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 1ml Aqua
bidest. resuspendiert und 100 ml davon auf eine SD HLK-Agarplatte ausplattiert.
Die Inkubation erfolgte für 3-5 d bei 29◦C.
3.1.19 Dauerkultur von E. coli und S. cerevisiae
Zur Lagerung von (transformierten) E. coli und S. cerevisiae wurden Dauerkultu-
ren angelegt.
Für E. coli: 1ml E. coli Übernachtkultur wurden abzentrifugiert (13 000× g) und
in 500 ml frischem LB-Medium ohne Antibiotikum resuspendiert. 500 ml Glycerol-
Lösung (80%) wurden zugegeben und durch Vortexen gemischt. Die Zellen wurden
sofort bei -80◦C eingefroren.
Für S. cerevisiae: 500 ml S. cerevisiae Übernachtkultur wurden mit 500 ml Glycerol-
Lösung (80%) versetzt und sofort bei -80◦C eingefroren.
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3.2 Proteinchemische Methoden
3.2.1 Heterologe Expression der Proteine in E. coli
Zur heterologen Expression in E. coli wurde die kodierende DNA zunächst in ei-
nem für E. coli (in dieser Arbeit: BL21(DE3)pRep4) geeigneten Expressionsvektor
ligiert. Eine frisch transformierte E. coli-Kolonie wurde in 5ml LB-Medium mit Se-
lektionsantibiotikum über Nacht bei 37◦C unter Schütteln inkubiert. Am folgenden
Tag wurde diese Vorkultur 1:50 in einem frischen LB-Medium mit entsprechendem
Selektionsantibiotikum angeimpft und bei 37◦C unter Schütteln bis zu einer OD600
von 0,6-0,8 inkubiert. Für die Induktion wurde IPTG in der Endkonzentration von
100 mM zugegeben. Es folgte eine weitere Inkubation bei 16◦C über Nacht. Danach
wurden die Zellen bei 4 000× g für 10min geerntet, einmal mit Wasser gewaschen
und noch einmal pelletiert. Das Zellpellet wurde bis zum Aufschluss bei -20◦C
gelagert.
3.2.2 Aufschluss von Zellen mit French-Press
Der Aufschluss von Zellen erfolgte mit French-Press. Das gefrorene Zellpellt wurde
in mindestens 20ml Zelllysepuffer (für die heterologe Proteinexpression in E. co-
li) oder Membranextraktionspuffer (für Isolierung der Mikrosomalen Fraktion aus
S. cerevisiae oder S. tropica) aufgetaut und resuspendiert. Bei ca. 1 300 bar für
E. coli bzw. ca. 1 600 bar für S. cerevisiae und S. tropica wurden die resuspendier-
ten Zellen in einer 40K Zelle in je 2 Durchgängen aufgeschlossen. Die Geschwin-
digkeit des Flussigkeitsaustritts aus der Druckzelle über das Auslaßventil sollte so
geregelt sein, dass der Lysat tropfenweise austrat.
3.2.3 Aufreinigung der His-getaggten Proteine durch
Metallionenaffinitätschromatographie unter nativen
Bedingungen
Die in dieser Arbeit verwendeten E. coli Expressionsvektoren pQE30 und pTrc-
10His-Xa enthalten Oligo-His-DNA-Sequenzen (mit 6 bzw. 10 Histdinen) in 5’-
Richtung der MCS, damit waren die Expressionsprodukte an ihrem N-Terminus
mit 6 bzw. 10 Histidien getaggt. Es ist daher möglich, eine Affinitätsaufreinigung
der Expressionsprodukte über Ni2+-NTA-Agarose durchzuführen.
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Die Aufreinigung erfolgte in Anlehnung an das Handbuch „The QIAexpressionistTM“
(Fifth Edition, June 2003). Das durch Aufschluss erhaltene Zelllysat wurde mit
Ni2+-NTA-Agarose (1ml/l Expressionskultur) versetzt und über Nacht bei 4◦C
unter Schwenken inkubiert. Am folgenden Tag wurde die mit His-getaggten Prote-
inen gebundene Ni2+-NTA-Agarose-Matrix als Säulenmaterial auf eine Säule mit
Filterfritte gegeben. Die Säule wurde mit Imidazol-haltigen Wasch- und Elutions-
puffern (7,5-400mM Imidazol) gewaschen und das getaggte Protein wurde daraus
eluiert. Alle eluierten Fraktionen wurden gesammelt und vor der weiteren Analyse
bei -20◦C gelagert.
Die Mengen und Reinheit an Proteinen in jeweiligen Fraktionen wurden mittels
SDS-PAGE überprüft. Die Fraktion mit hohem Proteingehalt sowie hoher Reinheit
wurde zur weiteren Verarbeitung ausgewählt.
3.2.4 Dialyse
Für die Umpufferung oder Entfernung der Komponenten mit kleiner Molekülmasse
z. B. Imidazol in Proteinlösung wurde eine Dialyse durchgeführt. 1-2ml Protein-
lösung wurden in einen Dialyseschlauch (MWCO 8000-10 000) gefüllt, die beiden
Ende des Schlauchs wurden mit zwei Klammer verschlossen und das Ganze bei
4◦C unter Rühren mehrfach gegen entsprechenden Dialysepuffer dialysiert.
3.2.5 TCA-Fällung
Um die Proteinlösung aufzukonzentrieren oder einige lösliche Bestandteile aus der
Proteinlösung zu entfernen wurde eine TCA-Fällung durchgeführt. Die Protein-
haltige Lösung wurde im Volumenverhältnis 4:1 mit TCA-Lösung (100% (w/V))
vermischt und anschließend für 30min bei 4◦C inkubiert. Die gefällten Proteine
wurden zentrifugiert (13 000× g, 4◦C, 5min) und das Pellet wurde dreimal mit ca.
200 ml eiskalte Aceton gewaschen und bei 95◦C für 5-10min getrocknet. Das Pellet
wurde mit anschließend in entsprechendem Lagerungspuffer aufgenommen.
3.2.6 Isolierung der mikrosomalen Fraktion aus S. cerevisiae
Eine Kolonie der transformierten Hefezellen aus der Agarplatte wurde in 100ml
Medium angeimpft und 1-2Tage bei 29◦C unter Schütteln (200 rpm) inkubiert,
bis eine OD600 von ca. 1,3 erreicht wurde. Nach der Zentrifugation (2 500× g,
4◦C, 5min) wurden die Hefezellen einmal mit 50ml eiskaltem Wasser und einmal
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mit 1ml eiskaltem Extraktionspuffer gewaschen. Anschließend wurden die Hefe-
zellen in 0,5ml Extraktionspuffer resuspendiert. Nach der Zugabe von ca. 0,5 g
Säure-gewaschenen Glasperlen und 15 ml Protease-Inhibitor-Mix (25×) wurden
die Zellen zehnmal für 30 s durch Vortexen aufgeschlossen, wobei zwischen je-
dem Vortexschritt die Probe für 1min auf Eis gekühlt werden sollte. Im Anschluss
wurde die aufgeschlossenen Zellen zentrifugiert (13 000× g, 4◦C, 5min) und der
Membranprotein-haltige Überstand in ein Ultrazentrifugenröhrchen überführt. Zu
den Zellrückständen und den Glasperlen wurden erneut 0,5ml Extraktionspuffer
und 15 ml Protease-Inhibitor (25×) gegeben und durch Vortexen gewaschen. Nach
einem erneuten Zentrifugationsschritt (13 000× g, 4◦C, 5min) wurde der Über-
stand in dasselbe Ultrazentrifugenröhrchen vereinigt. Die Ultrazentrifugation er-
folgte bei 100 000× g, 4◦C und unter Vakuum für 45min. Der Überstand wurde
entfernt und die mikrosomalen Fraktion im Pellet wurde in 100 ml Lagerungspuf-
fer mit Zugaben von 10 ml Protease-Inhibitor-Mix (25×) resuspendiert. Die Probe
wurde bei -20◦C gelagert.
Für einen großen Ansatz von S. cerevisiae wurde der Zellaufschluss mit der French-
Press durchgeführt.
3.2.7 Isolierung der mikrosomalen Fraktion aus S. tropica
Eine Kolonie der S. tropica aus der SYPD-Agarplatte wurde in 100ml SYPD-
Medium angeimpft und 2-3Tage bei 29◦C unter Schütteln (200 rpm) inkubiert. Die
Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (2 500× g, 4◦C, 5min). Das Pellet wurde
einmal mit 25ml Auqa. bidest. gewaschen und anschließend in 20ml Extraktions-
puffer resuspendiert. Die Zellen wurden mit Hilfe der French-Press aufgeschlossen.
Der Lysat wurde zentrifugiert (2 500× g, 4◦C, 5min) und der Membranproteine-
haltige Überstand wurde in der Ultrazentrifuge zentrifugiert (100 000× g, 4◦C,
45min). Das Pellet wurde in Lagerungspuffer resuspendiert und die Membranpro-
teine wurden mittels TCA-Fällung noch einmal aufgereinigt.
3.2.8 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford-Methode mit Bio-Rad Protein
Assay-Reagenz gemäß Herstellerangaben bestimmt. Dabei wurde 1-20 ml Prote-
inprobe (je nach der Proteinkonzentration) mit Wasser auf 800 ml verdünnt und
mit 200 ml Reagenz versetzt. Nach kurzem Vortexen und Inkubation für 5min
wurde die Absorption der Probe bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen. Die
Kalibriergerade wurde mit einer Verdünnungsreihe aus BSA-Lösung erstellt.
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3.2.9 SDS-PAGE: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Porteinen nach ihrer Molekülmasse.
Je nachdem, in welchem Größenbereich die aufzutrennenden Proteine liegen, kön-
nen Gele mit unterschiedlicher Konzentration an Acrylamid verwendet werden. In
dieser Arbeit wurden standardmäßig 4%ige Sammelgele und 12,5%ige Trenngele
(s. Tab. 3.6) hergestellt und eingesetzt. Die angegebnen Mengen reichen für zwei
Minigele.
Tabelle 3.6: Zusammensetzung von SDS-Acrylamidgelen
Trenngel 12,5% Sammelgel 4%
H2O 5ml 2,4ml
Trenngelpuffer 3ml
Sammelgelpuffer 1ml
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 4ml 0,6ml
10% APS 80 ml 25 ml
TEMED 50 ml 15 ml
Die Proteinproben wurden zunächst mit SDS-Probenpuffer (4×) gemischt und für
30min bei 37◦C inkubiert. Auf das SDS-Acrylamidgel wurden 20-40 mg Gesamt-
proteine pro Spur aufgetragen. Als Größenstandard dienten peqGOLD Protein-
Marker I unstained oder peqGOLD Protein-Markter III prestained. Die Elektro-
phorese erfolgte bei konstanter Stromstärke von 30mA pro Gel (ca. 90min).
Die Gele konnten mittels Coomassie-Brillant-Blau-Lösung (Rotiphorese R© Blau R)
für 1 h angefärbt oder für den weiteren Western Blot verwendet werden. Die Ent-
färbung erfolgte mit mehrmaligem leichtem Schwenken in Entfärbelösung, bis die
Proteinbanden sichbar wurden.
3.2.10 Immundetektion
Die Immundetektion eigenet sich, Proteine spezifisch unter Verwendung spezieller
Antikörper nachzuweisen.
Western Blot
Hier wurden die Proteine zuerst mittels SDS-PAGE nach ihrer Größe aufgetrennt,
anschließend wurden sie elektrophoretisch auf eine Membran (PVDF) übertra-
gen. Hierzu wurde die Methode des Semi-Dry-Elektrotransfers verwendet. Die
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PVDF-Membran und sechs Whatmanpapiere wurden auf die Größe des SDS-
Polyacrylamidgel zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde für 5min in Methanol
aktiviert und zusammen mit sechs Whatmanpapiere in Transferpuffer getränkt.
Auf der Anodenplatte wurden zuerst drei getränkte Whatmanpapier übereinan-
dergelegt, darauf folgten die PVDF-Membran und das SDS-Polyacrylamidgel. Die
eventuell entstandenen Luftblasen wurden vorsichtig entfernt und die restlichen
getränkten Whatmanpapiere wurden darauf gelegt. Der Transfer erfolgt bei einer
konstanten Spannung von 10V für 60min.
Für die anschließende Immundetektion wurde die mit Proteinen beladene PVDF-
Membran für 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4◦C in M-TBS-T-
Puffer inkubiert, um freie Bindungsstellen zu beladen und somit eine unspezifische
Anlagerung des Primärantikörpers zu verhindern. Die Bindung des Primäranti-
körpers erfolgte unter Schütteln bei Raumtemperatur für 2-3 h oder über Nacht
bei 4◦C. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T-Puffer für jeweils 15min wurde
die PVDF-Membran mit einem Sekundärantikörper für 1-2 h inkubiert. Es folgte
erneut dreimaliges Waschen mit TBS-T-Puffer.
Im Anschluss wurde die Detektion als Chemilumineszens-Reaktion mit dem ECL
plus Western Blotting Detektion System nach Herstellerprotokoll durchgeführt.
Die auftretende Lumineszenz wurde durch Belichtung von Hyperfilm ECL oder
bei Lumi Imager detektiert.
Dot Blot
Dot Blot ist eine methodische Vereinfachung des Western Blots. Im Vergleich zum
Western Blot werden die Proteinproben nicht zuerst auf einem SDS-Polyacylamid-
gel aufgetrennt, sondern direkt auf eine PVDF-Membran aufgetragen. Nach ca.
30min Trocknung bei Raumtemperatur wurde analog zum Western Blot verfah-
ren. Dot Blot dient als schneller Test auf die Immunreaktivität von Antikörperseren
oder gereinigten Antikörpern gegen die Antigene.
3.2.11 Herstellung der Antikörperseren
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Herstellung der Antikörperseren gegen zwei
Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop1447 aus S. tropica von der
Firma Biogenes durchgeführt. Die beiden heterolog exprimierten und aufgerei-
nigten Domänen wurden nach dem internen Herstellungsprotokoll jeweils in zwei
Kaninchen injiziert, um die Immunreaktion und Bildung von polyklonalen Anti-
körpern auszulösen. Es folgte eine weitere fünfmalige Boosterinjektion über einen
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Zeitraum von drei Monaten. Zu bestimmten Zeitpunkten (1 (Präimmunserum),
sowie nach 35, 63 und 91 Tagen) wurde das Blut entnommen (20-50ml). Die vier
angefertigten Antikörperseren pro Kaninchen (insgesamt 16) wurden geliefert.
3.2.12 Aufreinigung der Antikörperseren durch
Affinitätschromatographie
Die Aufreinigung der Antikörperseren erfolgte durch das SulfoLink R© Immobiliza-
tion Trail Kit der Firma Thermo Scientific und NHS HP SpinTrapTM der Firma
GE Healthcare.
Prinzip von Aufreinigung der Antikörperseren: Das Protein, das selber auch zur
Immunisierung der Tiere und Gewinnung der Antikörperseren eingesetzt wird, wird
als stationäre Phase an der Affinitätschromatographiesäule immobilisiert. Die An-
tikörper in Seren binden daher spezifisch an die stationäre Phase und anschließend
werden die aufgereinigten Antikörper eluiert.
Aufreinigung der Antikörperseren mit SulfoLink R© Immobilization Trail Kit
Bei Immobilisierung vom Antigen an das SulfonLink R©-Agarose-Säulematerial wird
eine kovalente Thioetherbindung zwischen der Jodoacetylgruppe des Säulenmate-
rials und dem Sulfhydrylgruppe des Cysteins in Proteinen gebildet (s. Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Struktur und Prinzip der Kopplungsreaktion des SulfoLink R©-Agarose-
Säulematerials. (Abbildung übernommen aus dem Thermo Scientific Protokoll)
Vorbereitung der Proteinlösung zur Immobilisierung 1ml Proteinlösung mit
der Konzentration von ca. 1mg/ml wurde zuerst mit 50mM 2-Mercaptoethanola-
min (2-MEA) bei 37◦C für 2 h inkubiert, damit alle Cysteine in reduzierter Form
in den Proteinen vorlagen. Die reduzierte Proteinlösung wurde nach Herstellervor-
schrift entsalzt und mit Kopplungspuffer äquilibriert.
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Vorbereitung der Säule Die Säule wurde zuerst mit Kopplungspuffer gewaschen
und schließlich in 2ml Kopplungspuffer äquilibriert. Die vorbereitete Proteinlö-
sung wurde in die Säule zugegeben und bei Raumtemperatur für 15min unter
Schütteln inkubiert. Es folgte eine weitere Inkubation ohne Schütteln bei Raum-
temperatur für 30min. Anschließend wurde die Säule mit Kopplungspuffer gewa-
schen und zur Absättigung der freien Bindungsstellen mit 5ml 50mM L-Cystein-
Lösung für 15min unter Schütteln inkubiert. Nach dem Spülen mit 15ml NaN3-
Lagerungspuffer wurde die Säule bis zur weiteren Verwendung bei 4◦C gelagert.
Bindung des Antikörpers an die Säule 2ml Antikörperserum wurden auf die
vorbereitete Säule gegeben und 60min bei Raumtemperatur unter Schütteln inku-
biert. Durch die Zentrifugation (1 000× g, 1 min) und das anschließend mehrmalige
Waschen mit Waschpuffer wurden alle nicht gebundenen Serumproteine entfernt.
Zur Überprüfung des Restproteingehalts wurde die Absorption des Durchlaufs bei
280 nm verfolgt.
Elution des Antikörpers Die Elution erfolgte mit 2ml Elutionspuffer (0,1-0,2M
Glycin-HCl pH2,5-3,0). Der Durchlauf wurde in Eppendorfgefäß gesammelt, das
vorher mit 100 ml Neutralisationspuffer (1M Tris-HCl, pH 8,5-9,0) gefüllt war. Die
Elution wurde dreimal druchgeführt und die Antikörperkonzentration wurde pho-
tometrisch bei 280 nm bestimmt. Die Fraktion mit hoher Proteinkonzentration
wurde mit PBS-Puffer dialysiert. Zur Aufkonzentrierung wurde der mit Antikör-
perlösung gefüllte Dialyseschlauch in Polyethylenglykol Pulver (PEG6000) einge-
legt und die aufkonzentrierte Proteinlösung wurde noch einmal mit PBS-Puffer
dialysiert.
Die Antikörperlösung wurde mit Glycerol-Lösung (80%) 1:1 versetzt und bei -20◦C
gelagert.
Aufreinigung der Antikörperseren mit NHS HP SpinTrapTM
Mit NHS HP SpinTrapTM wird die primäre Aminogruppe auf N-Terminus des
Antigens an NHS-aktivierte Agarose-Matrix kovalent gebunden. Das Zielprotein
(Antikörper) wird durch diese damit hergestelle Affinitätssäule aufgereinigt.
Vorbereitung der Proteinlösung zur Immobilisierung Die Proteinlösung wurde
in PBS-Puffer umgepuffert, um Tris aus der originalen Proteinlösung zu entfernen.
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Vorbereitung der Säule 200 ml Gel-Matrix-Suspension wurden in die SpinTrap-
Säule gegeben. Nach der Entfernung des Lagerungspuffers durch Zentrifugation
(150× g, 1min) wurde die Säule dreimal mit 400 ml eiskaltem HCl (1mM) gewa-
schen, und zentrifugiert (150× g, 1min). Zur Immobilisierung wurden 200 ml vor-
bereitete Proteinlösung (Antigenlösung (0,5-1mg/ml)) in die Säule zugegeben und
30min bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurden die nicht gebundenen Proteine durch Zentrifugation (150× g, 1min)
entfernt. Die freien Bindungsstellen wurden durch die Inkubation mit Blockpuffer
(50mM Tris-HCl, 1M NaCl, pH 8,0) und Waschpuffer (50mM Glycin, 1M NaCl,
pH 3,0) nach dem Herstellerprotokoll abgesättigt. Zur Equilibrierung wurde die
Säule dreimal mit 400 ml Bindungspuffer (TBS) gewaschen. Anschließend wurde
die Säule in TBS-Puffer (200 ml) bis zur weiteren Verwendung bei 4◦C gelagert.
Bindung des Antikörpers an die Säule 200 ml Antikörperserum wurden auf die
Säule gegeben und 60min bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inku-
biert. Die nicht gebundenen Antikörper und andere Serumproteine wurden durch
fünfmalige Waschschritte mit 400 ml Waschpuffer (TBS mit 2M Harnstoff, pH 7,5)
und Zentrifugation (150× g, 1min) entfernt.
Elution des Antikörpers Das mit Antikörper gebundene Säulenmaterial wurde
dreimal mit Elutionspuffer (2,5% Essigsäure) resuspendiert und die Antikörper
wurden durch Zentrifugation (1 000× g, 1min) eluiert. Die aufgereingten polyklo-
nalen Antikörper wurden im Anschluss dialysiert und aufkonzentriert.
3.3 Methoden zur funktionellen Charakterisierung
3.3.1 Wachstumsassay von S. cerevisiae und E. coli auf
Agarplatten
Der Wachstumsassay von S. cerevisiae und E. coli auf Agarplatten eignet sich
für die Untersuchung der Funktion der exprimierten Proteine in beiden Organis-
men. Dazu werden verschiedene Knockout-Stämme benötigt, deren bestimmtes
Gen oder mehrere Gene für einige Funktionen deletiert ist(sind). Durch die Trans-
formation mit exogenen Gen-haltigen Plasmiden in solchen Zellen können die feh-
lenden Funktionen zum Teil kompensiert werden. Je nach den Testbedingungen
und Funktionalitäten der zu untersuchenden Gene gibt es verschiedene Wachstum-
serscheinungen.
51
3 Methoden
Für den Wachstumsassay von S. cerevisiae wurde jeweils eine große Kolonie von
den tranformierten Hefen aus den Platten in 1,5ml Flüssigmedium über Nacht bei
29◦C unter Schütteln (200 rpm) inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen zen-
trifugiert (13 000× g, 30 s). Das Hefepellet wurde zweimal mit 1ml Aqua bidest.
gewaschen und in 0,5ml Aqua bidest. durch Vortexen resuspendiert. Die OD600
dieser Hefesuspension wurde bestimmt, und daraus wurde eine neue Hefesuspen-
sion auf OD600 von 1 eingestellt. Davon ausgehend wurde eine Verdünungsreihe
(OD600 = 1/10−1/10−2/10−3) erstellt. Auf die für den jeweiligen Test vorbereiteten
Agarplatten wurden jeweils 5 ml der Hefesuspension in der Verdünnungsreihenfolge
pipettiert. Nach dem Verdünsten des Wassers wurden die Platten bei 29◦C für
3-5 d inkubiert.
Für den Wachstumsassay von E. coli wurde die E. coli-Suspension genauso wie
Hefesuspension präpariert. Die Verdünnungsreihen wurden jedoch auf OD600 von
1, 10−2, 10−4 und 10−6 eingestellt. Die Inkubationszeit betrug 1-2 Tage.
S. cerevisiae Methylamin-Eﬄux-Assay
Durch den Methylamin-Eﬄux-Assay kann die Methylamin-Leitfähigkeit von Aqua-
glyceoporinen phänotypisch untersucht werden [91]. Für den Assay wird der Hefes-
tamm By4742∆fps1 verwendet, dessen eigenes endogenes Aquaglyceroporin ScFps1
deletiert ist, welches auch Methylamin leiten kann. Methylamin ist ein Ammoniak-
Analogon und weist eine hohe Toxizität für die Hefezellen auf. Bei diesem Assay
werden Methylamin-haltige Agarplatten (50mM) mit drei verschiedenen pH-Wer-
ten (5,5/6,5/7,5) hergestellt. Bei diesen drei pH-Werten liegt Methylamin vorwie-
gend als geladenes Methylammonium (pKa = 10,64) vor, die Konzentration am
ungeladenen Methylamin ändert sich jedoch nach pH-Wert um Faktor 10 (0,36 mM
bei pH5,5, 3,6 mM bei pH6,5 und 36 mM bei pH7,5). Das geladene Methylammo-
nium wird von drei endogenen Ammoniumtransportern Mep1-3 [92] aufgenommen
und in die Zellen akkumuliert. Durch den intrazellulär vorliegenden physiologischen
pH-Wert zwischen 6,8 und 7,2 in Hefezellen wird das aufgenommene Methylammo-
nium zum Teil zum ungeladenen Methylamin deprotoniert. Bei den Platten, deren
pH-Werte kleiner als der zytosolische pH-Wert sind, entsteht damit ein chemischer
Gradient vom Methylamin zwischen dem Zellinneren und der Umgebung. Je nied-
riger der pH-Wert in Agarplatten ist, desto größer ist dieser auswärts gerichtete
Methylamin-Gradient. Durch die heterolog exprimierten funtionellen Aquaglycero-
porine können die Hefezellen nun das Fehlen des Fps1 kompensieren und kann das
Methylamin auf den Agarplatten mit niedrigen pH-Werten nach dem chemischen
Gradienten ausgeschleust werden und so überleben die Hefezellen.
Für den Methylamin-Eﬄux-Assay wurden folgende Agarplatten hergestellt (Die
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angegebenenen Mengen reichen für 4 Agarplatten.):
Für Lösung 1 (s. Tab. 3.7) wurde der angegebene pH-Wert mit 5M NaOH einge-
stellt, im Anschluss wurden pro Ansatz 2,5 g Agar hinzugegeben und die Lösungen
autoklaviert.
Tabelle 3.7: Zusammensetzung der Lösung 1 für den Methylamin-Eﬄux-Assay
pH5,5 pH6,5 pH7,5
Pufferlösung 2,4ml 1M MES 2,4ml 1 MMES 2,4ml 1M MOPS
Aqua bidest. 62ml 62ml 62ml
Lösung 2 wurde in einem sterilen Gefäß nach Tabelle 3.8 vermischt und im Was-
serbad bei 55◦C gehalten.
Tabelle 3.8: Zusammensetzung der Lösung 2 für den Methylamin-Eﬄux-Assay. Die
Mengenangaben beziehen sich auf die Herstellung von vier Platten mit einem pH-
Wert.
0,85% YNB 24ml
15% D-Glucose 24ml
1M Methylamin 6ml
5% L-Prolin 2,4ml
2% L-Leucin 0,6ml
2% L-Lysin 0,2ml
2% L-Histidin 0,2ml
Lösung 1 und Lösung 2 wurden bei 55◦C gemischt und auf vier Platten verteilt.
S. cerevisiae Ammoniak/Ammonium-Aufnahme-Assay
Der Ammoniak/Ammonium-Aufnahme-Assay dient zu der phänotypischen Un-
tersuchung der Ammoniak- und Ammonium-Leitfähigkeit der Aquaglyceroporine
[93]. Bei diesem Assay wird der Hefestamm 31019∆fps1 verwendet, dessen sowohl
endogene Ammoniumtransporter Mep1-3 als auch endogenes Ammoniak-leitendes
Aquaglyceroporin ScFps1 deletiert sind. Die Hefezellen sind auf die Aufnahme von
Ammoniak als Stickstoffquelle angewiesen und können nur überleben, wenn die he-
terolog exprimierten Aquaglyceroporine für Ammoniak bzw. Ammonium leitfähig
sind.
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Die beim Assay eingesetzten Agarplatten enthalten Ammoniumsulfat (2mM) (pKa
= 9,25) als einzige Stickstoffquelle. Die Platten werden auf verschiedene pH-Werte
(pH4,5/5,5/6,5/7,5) eingestellt, so dass verschiedene Ammoniakkonzentrationen
im Medium vorhanden (0,036 mM bei pH4,5, 0,36 mM bei pH5,5, 3,6 mM bei pH6,5
und 36 mM bei pH7,5) sind, während die Ammoniumkonzentration fast unverän-
dert vorwiegend im Medium vorliegt. Das starke Wachstum von Hefezellen weist
damit auf die Ammoniak- bzw. Ammonium-leitenden Aquaglyceroporine hin. Bei
diesem Assay ist das Hintergrundwachstum häufig zu beobachten, welches durch
Membrandiffusion von Ammoniak zustande gekommen ist.
Für den Ammoniak/Ammonium-Aufnahme-Assay wurden folgende Agarplatten
hergestellt (Die angegebenenen Mengen reichen für 4 Agarplatten.):
Die angegebenen pH-Werte der Lösung 1 (s. Tab. 3.9) wurden mit 5M NaOH oder
HCl eingestellt, im Anschluss wurden pro Ansatz 2,5 g Agar hinzugegeben und die
Lösungen autoklaviert.
Tabelle 3.9: Zusammensetzung der Lösung 1 für den Ammoniak/Ammonium-
Aufnahme-Assay
pH4,5 pH5,5 pH6,5 pH7,5
Pufferlösung 9,6ml 0,5M
Succinat
9,6ml 0,5M
Succinat
4,8ml 1M
MES
4,8ml 1M
MES
1M (NH4)2SO4 240 ml 240 ml 240 ml 240 ml
Aqua bidest. 62ml 62ml 67ml 67ml
Lösung 2 wurde in einem sterilen Gefäß nach Tabelle 3.10 vermischt und im Was-
serbad bei 55◦C gehalten.
Tabelle 3.10: Zusammensetzung der Lösung 2 für den Ammoniak/Ammonium-
Aufnahme-Assay. Die Mengenangaben beziehen sich auf die Herstellung von vier
Platten mit einem pH-Wert.
0,85% YNB 24ml
15% D-Glucose 24ml
Lösung 1 und Lösung 2 wurden bei 55◦C gemischt und auf vier Platten verteilt.
S. cerevisiae Kalium-Aufnahme-Assay
Der Kalium-Aufnahme-Assay dient zu der phänotypischen Untersuchung der mög-
lichen Kalium-Leitfähigkeit von Aquaporinen. Bei diesem Assay wird der Hefe-
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stamm CY162 verwendet, bei dem die beiden endogenen Kaliumtransporter Trk1
und Trk2 deletiert sind [94]. Bei einer niedrigen Kaliumkonzentration (< 0,5mM)
im Medium können die CY162-Hefezellen nur überleben, wenn Kaliumionen über
heterolog exprimierte Kanäle aufgenommen werden. Bei einer hohen Kaliumkon-
zentration können Kaliumionen auch durch andere unspezifische Ionenkanäle in
die Zellen gelingen [95].
Die beim Assay eingesetzten Agarplatten sind Arginin-Phosphat-Platten, die sehr
niedrigen Salzgehalt enthalten [96]. Die Platten werden mit verschiedenen Kali-
umkonzentrationen (0,1/0,5/1/2mM) versetzt.
Für den Kalium-Aufnahme-Assay wurden folgende Agarplatten hergestellt (Die
angegebenenen Mengen reichen für 4 Agarplatten.):
Der pH-Wert der Lösung 1 (s. Tab. 3.11) wurde mit Phosphorsäure auf 5,5 einge-
stellt und anschließend pro Ansatz 5 g Agar hinzugegebn. Die fertigen Lösungen
wurden im Anschluss autoklaviert.
Tabelle 3.11: Zusammensetzung der Lösung 1 für den Kalium-Aufnahme-Assay. Die
Mengenangaben beziehen sich auf die Herstellung von vier Platten.
Arginin (freie Base) 0,252 g
1M MgSO4 24ml
1M CaCl2 12 ml
Aqua bidest. 102,5ml
Lösung 2 wurde in einem sterilen Gefäß nach Tabelle 3.12 vermischt und im Was-
serbad bei 55◦C gehalten.
Tabelle 3.12: Zusammensetzung der Lösung 2 für den Kalium-Aufnahme-Assay
KCl (0,1mM) KCl (0,5mM) KCl (1mM) KCl (2mM)
15% D-Glucose 16ml 16ml 16ml 16ml
Spurenelemente-
Stammlösung
0,12ml 0,12ml 0,12ml 0,12ml
Vitamin-
Stammlösung
1,2ml 1,2ml 1,2ml 1,2ml
2% L-Histidin 120 ml 120 ml 120 ml 120 ml
2 M KCl 6 ml 30 ml 60 ml 120 ml
Lösung 1 und Lösung 2 wurden bei 55◦C gemischt und auf vier Platten verteilt.
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S. cerevisiae Glycerol-Stress-Assay
Der Glycerol-Stress-Assay dient zur phänotypischen Untersuchung der Glycerol-
Leitfähigkeit der Aquaglyceroporine [97]. Für den Assay wird Hefestamm By4742-
∆fps1 verwendet. Die Hefezellen wurden zuerst in Selektionsmedium mit Zugabe
von 1M Glycerol inokuliert und über Nacht bei 29◦ unter Schütteln wachsen ge-
lassen, damit die Glycerolkonzentration zwischen dem Zellinneren und externen
Medium ausgeglichen wurde und die Hefezellen einen hohen inneren Osmotischen
Druck besaßen. Am folgenden Tag wurden die Hefezellen jeweils auf eine normale
Agarplatte, welche für die Hefezellen als hypotonisches Medium dargestellt wur-
de, und eine Agarplatte mit Zugabe von 1M Sorbtiol, welche für die inkubierten
Hefzellen isotonisch war, ausplattiert. Unter den hypotonischen Bedingungen sind
die funktionellen Aquaglyceroporine in der Lage, den osmotischen Druck durch
den Eﬄux vom zytosolischen Glycerol schnell auszugleichen. Die Hefezellen mit
den Aquaglyceroporinen können damit ein normales Wachstum aufweisen und die
Hefezellen ohne Kanäle sollen unter dem osmotischen Stress ein abgeschwächtes
Wachstum zeigen. Unter den isoosmotischen Bedingungen mit Sorbitol im Medi-
um leiten die funktionellen Aquaglyceroporine in Hefezellen das Glycerol von Innen
nach Außen wegen des chemischen Glycerol-Gradienten, allerdings kann das Sor-
bitol nicht durch Membran passieren. Es entsteht somit ein hypotonischer Stress
für die Aquaglyceroporin-haltigen Hefezellen, so dass diese Hefezellen unter diesen
Bedingungen ein verringertes Wachstum zeigen. Bei den Hefezellen ohne Aquagly-
ceroporine gibt es dagegen keinen osmotischen Stress, da das Glycerol die Zellen
nicht verlassen kann.
Für den Glycerol-Stress-Assay wurden eine normale SD HLK-Agarplatte und eine
SD HLK-Agarplatte inkusive 1M Sorbitol verwendet.
E. coli Antimonit-Aufnahme-Assay
Der Antimonit-Aufnahme-Assay dient zur phänotypischen Untersuchung der An-
timonit-Leitfähigkeit von Aquaglyceroporinen. Bei diesem Assay werden transfor-
mierte E. coli-Zellen des SK47-Stammes verschiedenen Antimonitkonzentrationen
ausgesetzt. Dem SK47-Stamm fehlen das endogene Aquaglyceroporin EcGlpF und
der Arsenittransporter EcArsB, die jeweils für den Antimonit-Ausgleich zwischen
Zellmembranen und die Ausscheidung vom zytosolischen Antimonit verantwort-
lich sind. Bei dem Antimonit-haltigen Medium sind SK47-Zellen ohne heterolog
exprimierte funktionelle Antimonit-leitende Aquaglyceroporine noch überlebensfä-
hig. Ein reduziertes Wachstum von Zellen ist auf den Einstrom vom ungeladenen
Antimonit durch das Aquaglyceroporin zurückzuführen.
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Die beim Assay eingesetzten Agarplatten waren LB-Agarplatten mit entsprechen-
den Selektionsantibiotika und zwei Antimonitkonzentrationen (0,25mM und 0,5mM).
Für die Induktion der Proteinexpression wurden 40 ml IPTG-Lösung (100mM) kurz
vor dem Assay auf die Platten ausplattiert.
E. coli Arsenat-Resistenz-Assay
Bei dem Arsenat-Resistenz-Assay wird das Wachstum von den transformierten
E. coli-Zellen des SK47-Stammes auf LB-Agarplatten mit verschiedenen Arsenat-
konzentrationen analysiert. Bei dem SK47-Stamm wurden das gesamte ars-Operon
für die Arsenat-Resistenz in E. coli sowie das Arsenit-leitende EcGlpF deletiert.
Dieser Stamm ist daher hoch Arsenat-sensitiv und kann auf den Arsenat-haltigen
Platten ohne heterolog exprimierte funktionelle Arsenatreduktasen und Arsenit-
leitende Kanäle nicht überleben. Ein deutliches Wachstum von transformierten
SK47-Zellen deutet auf eine Arsenatreduktase-Aktivität und Arsenit-Leitfähigkeit
vom heterolog exprimierten Protein hin.
Die beim Assay eingesetzten Agarplatten sind LB-Agarplatten mit entsprechen-
den Selektionsantibiotika und verschiedenen Arsenatkonzentrationen (0,1mM und
0,25mM und 0,5mM). Für die Induktion der Proteinexpression wurden 40 ml IPTG-
Lösung (100mM) kurz vor dem Assay auf die Platten ausplattiert.
3.3.2 Direkter Arsenit-Aufnahme-Assay
Die jeweils mit den zu untersuchenden Aquaporinen (einschl. Positivkontrolle und
Negativkontrolle) transformierten Hefezellen (Hefestamm BY4742∆fps1∆acr2,3-
∆ycf1) wurden in 50ml SD HLK-Medium unter Schütteln bis zu OD600 1.3 in-
kubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (2 500× g, 5min) und in frischem SD
HLK-Medium auf eine OD600 von 10 resuspendiert. Dazu wurde eine Arsenit-
Stammlösung (100mM) gegeben, bis die Arsenitkonzentration 1mM im Medium
betrug. Die Zellen wurden unter Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert und
100 ml Proben aus jeweiligen Assayansätzen wurden in 10-Min Interval entnom-
men. Die Zellen wurden sofort dreimal mit Eiskaltem Aqua bidest. gewaschen und
das Pellet wurde in 65% Salpetersäure bei 70◦C für 20min lysiert. Die Menge des
aufgenommenen Arsenits im Zytosol wurde durch ein Atomabsorptionsspektrome-
ter bestimmt.
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3.3.3 Leitfähigkeitsmessung mit der Stopped-Flow-Apparatur
Das Messprinzip der Stopped-Flow-Apparatur beruht auf einem schnellen Mischen
von zwei oder mehrere Flüssigkeiten in einer Küvette und einer dynamischen Auf-
nahme der spektroskopischen Änderung in der Mischung.
In der vorliegenden Arbeit wurden die zu untersuchenden Hefe-Protoplasten (s. u.)
in verschiedenen Osmolyt-basierten Puffersystemen präpariert. Durch das Mischen
der Protoplastsuspension mit verschiedenen osmotischen (hyperosmotischen, isoos-
motischen) Testpuffern konnten die osmotischen Verhältnisse außerhalb der Zellen
schlagartig geändert werden. Es folgte eine Schrumpfung oder Schwellung der Pro-
toplasten und eine Änderung der Lichtstreuung, was spektroskopisch aufgenom-
men werden konnte.
Präparation der Protoplasten aus S. cerevisiae
Protoplasten sind die lebenden Hefezellen ohne rigide Zellwand. Um ein besseres
Singal-Rausch-Verhältnis bei der Stopped-Flow-Messung zu ermöglichen wurden
Protoplasten aus Hefezellen präpariert. Der Abbau der Zellwand von Hefezellen
erfolgte mit einem Enzymgemisch (Zymolyase-20T), was neben b-1,3-Glucanasen
zum Abbau der Zellwand auch andere Proteasen enthält. Zur Präparation der
Protoplasten wurde ein publiziertes Protokoll übernommen [98, 99] und zum Teil
modifiziert.
Nach der Hefetransformation wurden 40ml SD HLK-Medium mit der zu unter-
suchenden Hefekolonie angeimpft und anschließend über Nacht bei 29◦C unter
Schütteln inkubiert und bis zu einer OD600 von ca. 1,2 am nächsten Tag wach-
sen gelassen. Die Hefekultur wurde zentrifugiert (2 500× g, 4◦C, 5min) und an-
schließend wurde das Nasspellet-Gewicht (ca. 40mg) notiert. Das Pellet wurde im
Anschluss in 2ml Puffer I resuspendiert und für 15min bei 29◦C unter leichtem
Schütteln (100 rpm) inkubiert. Nach der Inkubation wurden 4ml Puffer II (1,8M
Osmolyt), 100mg BSA und Zymolyase 20 T entsprechend dem Nasspellet-Gewicht
(200U Zymolyase-20T/g Nasspellet) hinzugegeben. Es folgte eine weitere Inkuba-
tion bei 29◦C für 60min unter leichtem Schütteln (100 rpm). Im Anschluss wurden
die gebildeten Protoplasten zentrifugiert (2 000× g, 4◦C, 5min) und das Pellet
mit 5ml Puffer III (1,2M Osmolyt) gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifuga-
tion (2 000× g, 4◦C, 5min) wurde das Pellet in 2ml Puffer III (1,2M Osmolyt)
resuspendiert und die OD600 der Protoplasten-Suspension bestimmt. Für die Leit-
fähigkeitsmessung der Protoplasten mit der Stopped-Flow-Apparatur wurde diese
Protoplastsuspension mit Puffer III (1,2M Osmolyt) auf eine OD600 von 2 einge-
stellt. Die präparierten Protoplasten konnten bis zu einer Woche bei 4◦C gelagert
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werden.
Leitfähigkeitsmessung der Protoplasten mit der Stopped-Flow-Apparatur
Es konnten sowohl die Wasser- als auch die Solut-Leitfähigkeit von Protoplasten
mit der Stopped-Flow-Apparatur getestet werden.
Für die Wasser-Leitfähigkeitsmessung konnten die Protoplasten in Puffer III (1,2M
Osmolyt) mit einer hyperosmotischen Testpuffer (1,2M Osmolyt) in der Stopped-
Flow-Apparatur gemischt werden. Es entstanden damit ein auswärts gerichteter
osmotischer Gradient und anschließend folgte ein Wasserausstrom durch die zu
untersuchenden Aquaporine oder Diffusion. Durch die Abnahme des Protoplasten-
Volumens stieg das Streulichtsignal. Die Wasser-Leitfähigkeit war damit propor-
tional zu den Schrumpfungsraten der Messkurven.
Für die Solut-Leitfähigkeitsmessung wurden die Protoplasten in Puffer III (1,2M
Osmolyt) mit entweder einer Solut-haltigen hyperosmotischen Testpuffer (1,2M
Osmolyt + 0,6M Solut) oder einer Solut-haltigen isoosmotischen Testpuffer (0,6M
Osmolyt + 0,6M Solut) in der Stopped-Flow-Apparatur gemischt. In dem ers-
ten Fall entstand eine typische zweiphasige Kurve für die Solut-leitenden Aqua-
glyceroporine. Bei der ersten Phase nahm das Protoplasten-Volumen durch den
Wasserausstrom ab. Es führte zu einer Zunahme von der Lichtstreuung. Bei der
zweiten Phase wurden die Solute durch die Aquaglyceroporine langsam in die Pro-
toplasten aufgrund des chemischen Gradienten geleitet. Die Osmolarität in den
Protoplasten und das Protoplasten-Volumen wurden zum Teil kompensiert, so
dass die Streulichtintensität wieder abnahm. In dem zweiten Fall nach dem Mi-
schen gab es ausschließlich einen chemischen Gradienten. Durch den Einstrom von
Soluten in die Protoplasten durch die Aquaglyceroporine entstand somit ein osmo-
tischer Gradient. Es folgte anschließend die Wasserzufuhr und die Zunahme des
Protoplasten-Volumens. Die Streulichtintensität nahm ab. Die Solut-Leitfähigkeit
von Aquaglyceroporinen konnte daher durch die Schwellungsraten der Messkurven
charakterisiert werden.
Parametereinstellung für die Stopped-Flow-Messung
Um die Messdaten direkt vergleichen zu können, wurden die Parameter für die
Stopped-Flow-Messung einheitlich eingestellt (s. Tab. 3.13).
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Tabelle 3.13: Angaben der Geräteeinstellung für die Stopped-Flow-Messung von Pro-
toplasten
Xe/Hg-Bogenlampe 100W
Monochromator 436 nm
Output Filter 300 ms
Photomultiplier 400×
Temperatur 20◦C
Injektionsvolumen 202 ml
Injektionsgeschwindigkeit 14ml/s
erwartete Totzeit 2,6ms
Datenpunkte 8000
Auswertung der Messkurven
Für jede Probe wurden 6-9 Messkurven aufgenommen und alle Kurven mit der
BioKine Software gemittelt. Zur Auswertung der Stopped-Flow-Messdaten sind
mehrere Ergebnis-Darstellungen möglich.
Auswertung der Wasser-Leitfähigkeit Für die Wasser-Leitfähigkeitsmessung mit
dem hyperosmotischen Testpuffer ergab sich eine steigende exponentielle Kurve we-
gen des Wasseraustritts bzw. der Schrumpfung von Protoplasten. Die gemittelte
Kurve wurde von 0 bis 1 normalisiert, d. h. der Startpunkt wurde auf 0 gezogen
und die Kurve mit ihrer Plateauphase auf 1 multipliziert.
• Ratenkonstante kWasser
Die Ratenkonstante für die Wasser-Leitfähigkeit auch kurz als kWasser-Wert
(in s−1) genannt ist proportional zur Wasser-Leitfähigkeit und wird durch
ein einfach (s. Gl. 3.4) oder zweifach (s. Gl. 3.5) exponentielles Kurvenfitting
von den normalisierten Kurven mit der SigmaPlot Software ermittelt.
y = a · (1− e−kWasser·t) (3.4)
y = a · (1− e−k1·t) + b · (1− e−k2·t) (3.5)
a in Gl. 3.4 bzw. a und b in Gl. 3.5 sind jeweils die Amplitude der gefitteten
Kurven. Bei den 0-1 normalisierten Kurven sollen sie (a in Gl. 3.4 bzw. a+ b
in Gl. 3.5) bei 1 liegen. kWasser in Gl. 3.4 bzw. k1 und k2 in Gl. 3.5 sind die
ermittelten Ratenkonstanten für die Wasser-Leitfähigkeit. Bei dem zweifach
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exponentiellen Kurvenfitting wird der gesamte kWasser-Wert aus k1 und k2
mit der Formel (3.6) berechnet [100].
kWasser =
a · k1 + b · k2
a+ b (3.6)
• τ -Wert
Bei der Schrumpfungskurve handelt es sich um eine e-abhängige Funktion.
Daher ist es möglich, den τ -Wert direkt aus der Kurvengrafik abzulesen.
Man geht von dem Ordinatenwert 0,632 (berechnet aus 1− 1/e) bei den 0-1
normalisierten Kurven aus und liest dann den Abszissenwert ab. Der τ -Wert
hat damit die Einheit s und mathematisch gesehen ist 1/kWasser, wenn die
Kurve genau mit einer einfach Exponentiellen Funktion gefittet werden kann.
• Koeffizient der Wasser-leitfähigkeit
Der Koeffizient der Wasser-Leitfähigkeit Pf-Wert (in mm/s) ist ein Maß für
die Transportgeschwindigkeit von Wasser über Membranen. Der koeffizient
wurde über die Formel 3.7 berechnet.
Pf =
kWasser · V0
S0 · Vw · c (3.7)
Angenommen ist der durchschnittliche Durchmesser der Protoplasten von
5 mm. Dabei wird das Volumen einer Protoplast V0 = 6, 5 ·10−8 m3, die Ober-
fläche einer Protoplast S0 = 7, 9 ·10−5 m2 berechnet. Das molekulare Wasser-
volumen Vw liegt bei 18 cm3/mol und der osmotische Gradient c1 zwischen
dem Protoplasteninneren und der externen Lösung bei diesem Test betragt
300mOsm/l.
Auswertung der Solut-Leitfähigkeit
• Ratenkonstante kSolut bei der hyperosmotischen Messung
Die Solut-Leitfähigkeitsmessung von Aquaglyceroporinen mit einer Solut-
haltgen hyperosmotischen Testpuffer hat normalerweise einen zweiphasigen
Kurvenverlauf zur Folge, der der typischen Bateman-Funktion ähnelt. Der
1Der Begriff c in der Formel ist bisher noch nicht geeinigt. In einigen Publikationen wurde c
als Osmolarität in externer Lösung angenommen. In der vorliegenden Arbeit wurde c als der
osmotische Gradient zwischen den Protoplastenmembranen berechnet. Allerdings sind die
kWasser-Wert bzw. τ -Wert für den direkten Vergleich zwischen verschiedenen Aquaporinen
entscheidend, solange alle Messungen unter gleichen Testbedingungen durchgeführt sind.
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Startpunkt der gemittelte Kurve wurde zuerst auf 0 gezogen und anschlie-
ßend wurde die ganze Kurve mit der Bateman-Funktion (s. Gl. 3.8) mit der
SigmaPlot Software gefittet.
y = a · (1− e−kWasser) + b · e−kSolut (3.8)
a bzw. b in 3.8 sind jeweils die Amplitude für den Wasserausstrom und
Soluteinstrom. kWasser und kSolut sind die ermittelten Ratenkonstanten jeweils
für die Wasser-Leitfähigkeit und Solut-Leitfähigkeit.
Für die Abschätzung und den direkten Vergleich der Solut-leitfähigkeit von
Aquaglyceroporinen bei der hyperosmotischen Messung kann auch die nor-
malisierte zweiphasige Kurve genommen werden. Dazu wurde die gesamte
Signaländerung der kurve von 0 bis 1 normalisiert. Die Steigung der zweiten
Phase im Kurvenverlauf war proportional zur Solut-Leitfähigkeit.
• Ratenkonstante kSolut bei der isoosmotischen Messung
Die Solut-Leitfähigkeitsmessung von Aquaglyceroporinen unter der isoosmo-
tischen Testbedingung zeigt einen exponentiellen Kurvenverlauf. Die gemit-
telte Kurve wurde mit der Formel 3.9 bei der SigmaPlot Software gefittet.
y = a+ b · e−kSolut (3.9)
a ist das Streulichtsignal, das nach der Erreichung der Plateauphase im-
mer im System vorhanden ist. b ist die Amplitude der Sigaländerung wegen
des Soluteinstroms. kSolut ist die ermittelte Ratenkonstante für die Solut-
Leitfähigkeit.
Um die Messkurven von verschiedenen Aquaglyceroporinen in eine Abbil-
dung darstellen und direkt vergleichen zu können, konnten die Kurven so
normalisiert werden, dass a und b jeweils 0 und 1 betrugen und kSolut unver-
ändert blieb.
• Koeffizient der Solut-Leitfähigkeit
Der Koeffizient der Solut-Leitfähigkeit PSolut-Wert (in mm/s) ist ein Maß für
die Transportgeschwindigkeit von Soluten über Membranen. Der Koeffizient
wurde über die Formel 3.10 berechnet.
PSolut =
kSolut · V0 · ctot
S0 · cdiff (3.10)
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Dazu ist kSolut die durch das Kurvenfitting ermittelte Ratenkonstante oder
Steigung der normalisierten zweiten Phase bei der hyperosmotischen Mes-
sung (in s−1). V0 und S0 sind jeweils das Volumen und die Oberfläche einer
Protoplast wie die Formel 3.7. ctot ist die gesamte Solutkonzentration und
cdiff ist der chemische Gradient der durch die Aquaglyceroporine geleiteten
Solute.
3.3.4 Enzymatische Assays
Thioredoxin-Thioredoxinreduktase-Enzymassay
Für diesen Enzymassay wurde Ellman’s Reagenz als Substrat eingesetzt. Ellman’s
Reagenz chemisch gesehen ist 5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB). Sie
dient eigentlich zur quantitativen Bestimmung von Thiol-Gruppen in Proteinen.
Bei diesem Enzymassay (s. Abb. 3.3) wurde die Disulfidbindung von DNTB eben-
falls gespalten, dabei wurden die beiden Thiolgruppen des Thioredoxins zu ei-
ner Disulfidbindung oxidiert. Durch die Thioredoxinreduktase wurde das oxidierte
Thioredoxin unter Verbrauch von NADPH/H+ reduziert. Das gespaltene Produkt
NTB (2-Nitro-5-thiobenzoesäure) konnte in einem 100 ml Reaktionsansatz (0,4mM
DTNB, 0,5mM NADPH, 4 mM Thioredoxinreduktase, 2mM EDTA, 100mM Tris
und unterschiedliche Zugaben von Thioredoxin von 0-30mM) bei 412 nm detektiert
werden.
S
S
COOH
O2N
NO2
COOH
COOH
O2N
SH
2 x Trx-S2
Trx-(SH)2 TrxR-(SH)2
TrxR-S2 NADPH+H
+
NADP
+DTNB
NTB
Abbildung 3.3: Reaktionsmechanismus der DTNB-Reduktion durch Thioredoxin und
Thioredoxinreduktase
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Arsenatreduktase-Enzymassay
Die Bestimmung der Arsenatreduktase-Aktivität von heterolog exprimierten und
aufgereinigten Arsenatreduktasen erfolgte nach der in der Literatur [59] beschrie-
benen Methode. Dabei wurde die Abnahme von NADPH (εNADPH = 6200 cm−1 ·
mol−1 · l) in einem 100 ml Reaktionsansatz (0,25 mM Arsenatreduktase, 6,72 mM
E. coli Thioredoxin, 0,345 mM E. coli Thioredoxinreduktase, 125 mM NADPH,
150mM NaCl, 20mM Tris pH 7,5 und unterschiedliche Zugaben von Arsenat (0-
400mM)) photometrisch bei 340 nm bestimmt.
Phosphotyrosinphosphatase-Enzymassay
Die Phosphotyrosinphosphatase-Aktivität der Arsenatreduktase wurde durch die
Umsetzung des farblosen Substrats 4-Nitrophenyl-phosphat (pNPP) in das gelb
gefärbte Produkt p-Nitrophenol (pNP) ( εpNP = 18 000 cm−1 ·mol−1 · l) bestimmt
(s. Abb. 3.4).
Der Reaktionsansatz (100 ml) setzte sich aus 10 mM aufgereinigte Arsenatreduktase,
150mM NaCl, 20mM Tris, pH 7,5 und unterschiedliche pNPP-Konzentrationen (0-
20mM). Die Zunahme der Absorption bei 405 nm wurde gemessen.
O
H2PO3
O2N
OH2
OH
O2N
H3PO4
Phosphatase
+ +
Abbildung 3.4: Enzymatische Hydrolyse des künstlichen Substrats pNPP durch Phos-
phatase (Arsenatreduktase)
3.4 Konstruktion der Klonierungsarbeiten und der
bereits subklonierten Plasmide
Die in dieser Arbeit hergestellten Konstruktionen wurden sequenziert. In der Ta-
belle sind die Herkunft, Schnittstellen ggf. verwendeten Primer angegeben.
Name Vektor Herkunft und Schnittstellen ggf. Pri-
mer
634-pBS pBluesript II SK(-)
(BamHI/EcoRV)
gDNA-PCR-634 (BamHI/blunt) (1), (2)
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Name Vektor Herkunft und Schnittstellen ggf. Pri-
mer
1447-pBS pBluesript II SK(-)
(BamHI/EcoRV)
gDNA-PCR-1447 (BamHI/blunt) (7), (8)
634-HA426 pHA_RS426MET25
(BamHI/XhoI)
634-pBS (BamHI/XhoI)
1447-HA426 pHA_RS426MET25
(BamHI/EcoRI)
634-pBS (BamHI/EcoRI)
634-AQPD-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/XhoI)
gDNA-PCR-634-AQPD (BamHI/XhoI) (1), (3)
634-ArsCD-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/SmaI)
gDNA-PCR-634-ArsCD (BamHI/blunt) (2), (5)
1447-AQPD-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/EcoRI)
gDNA-PCR-1447-AQPD (BamHI/EcoRI) (7), (9)
1447-ArsCD-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/SmaI)
gDNA-PCR-1447-ArsCD (BamHI/blunt) (8), (11)
634-ArsCD-
pQE30
pQE30
(BamHI/HindIII)
634-ArsCD-HA426 (BamHI/HindIII)
1447-ArsCD-
pQE30
pQE30
(BamHI/HindIII)
1447-ArsCD-HA426 (BamHI/HindIII)
634-AQPD-
1447-ArsCD-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/SmaI)
gDNA-PCR-634-AQPD (BamHI/EcoRI),
gDNA-PCR-1447-ArsCD (EcoRI/blunt)
(1), (3),
(8), (12)
1447-AQPD-
634-ArsCD-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/SmaI)
gDNA-PCR-1447-AQPD
(BamHI/EcoRI), gDNA-PCR-634-ArsCD
(EcoRI/blunt)
(2), (6),
(7), (9)
634-pQE30 pQE30
(BamHI/SalI)
Strop634-HA426 (BamHI/XhoI)
1447-pQE30 pQE30
(BamHI/HindIII)
Strop1447-HA426 (BamHI/HindIII)
StTrx1-pTrc pTrc-10His-Xa
(EcoRI/BamHI)
gDNA-PCR-StTrx1 (EcoRI/BamHI) (13), (14)
StTrx2-pTrc pTrc-10His-Xa
(EcoRI/BamHI)
gDNA-PCR-StTrx2 (EcoRI/BamHI) (15), (16)
StTrxR-pTrc pTrc-10His-Xa
(EcoRI/BamHI)
gDNA-PCR-StTrxR (XhoI/BamHI) mit
Adapter (EcoRI/XhoI)
(17), (18),
(19), (20)
EtAQP2-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/HindIII)
gDNA-PCR-EtAQP2 (BamHI/HindIII) (21), (22),
(25), (26)
EtAQP2a-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/HindIII)
gDNA-PCR-EtAQP2a(BamHI/HindIII) (21), (23),
(25), (26)
EtAQP2b-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/HindIII)
gDNA-PCR-EtAQP2b (BamHI/HindIII) (22), (24)
TgAQP2-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/HindIII)
gDNA-PCR-TgAQP2 (BamHI/HindIII) (27), (28)
TgAQP2a-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/XhoI)
gDNA-PCR-TgAQP2a (BamHI/XhoI) (27), (29)
TgAQP2b-
HA426
pHA_RS426MET25
(BamHI/HindIII)
gDNA-PCR-TgAQP2b (BamHI/HindIII) (28), (30)
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4 Ergebnisse
4.1 Untersuchung der Aquaporin-Arsenatreduktase-
Fusionsproteine Strop634 und Strop1447 aus
S. tropica
Die Daten zu diesem Kapitel sind bereits veröffentlicht in „Novel channel enzyme
fusion proteins confer arsenate resistance.“ (J Bio Chem) [101] und „Functional
and evolutional implications of natural channel-enzyme fusion proteins.“ (BioMol
Concepts) [102].
4.1.1 Sequenzvergleich der Strop634 und Strop1447
Strop634 und Strop1447 bestehen jeweils aus einer Aquaporin-Domäne, einer Ar-
senatreduktase-Domäne und einem Linker dazwischen (s. Tab. 4.1). Beim Sequenz-
vergleich wurden die beiden Domänen getrennt betrachtet.
Tabelle 4.1: Zuordnung der Proteinsequenz in Strop634 und Strop1447
Aquaporin-Domäne Linker Arsenatreduktase-Domäne gesamt
Strop634 243 aa 40 aa 170 aa 453 aa
Strop1447 243 aa 37 aa 134 aa 414 aa
Vergleich der Aquaporin-Domänen von Strop634 und Strop1447
Sequenzalignment und Stammbaumanalyse der Aquaporin-Domänen von Strop-
634 und Strop1447 Ein durchgeführtes Alignment der Aquaporin-Domänen
von Strop634 und Strop1447 wies eine hohe Ähnlichkeit (83% identische bzw.
90% ähnliche Proteinsequenz) zwischen den beiden Aquaporin-Domänen auf. Die
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Stammbaumanalyse mit zehn human-Aquaporinen, sowie anderen bekannten Aqua-
porinen z. B. dem orthodoxen Aquaporin EcAQPZ und den Aquaglyceroporinen
EcGlpF und PfAQP zeigte, dass die beiden Aquaporin-Domänen mit hoher Wahr-
scheinlichkeit zu der Aquaglyceroporin-Subfamilie gehören (s. Abb. 4.1).
Amino Acid Substitutions (x100)
0
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50100150200
hAQP3
hAQP7
hAQP10
hAQP9
PfAQP
EcGlpF
Strop634-AQP-D
Strop1447-AQP-D
hAQP2
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hAQP6
hAQP1
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hAQP8
hAQP11
Abbildung 4.1: Stammbaumanalyse der Aquaporin-Domäne (AQP-D) von Strop634
und Strop1447 mit einigen bekannten Aquaporinen. Der dunkelgrau markierte
Kasten ist die Aquaglyceroporin-Subfamilie. (Alignment durchgeführt mit Clustal
W-Methode, Erstellung der Abbildung mit MegAlign)
Vergleich der NPA- und aromatischen/Arginin-Region (ar/R) der Aquaporin-
Domänen von Strop634 und Strop1447 Die NPA- und ar/R-Region sind die
wichtigen Filterregionen für die Funktionalität und Selektivität der Aquaporine.
Der Sequenzvergleich der beiden putativen Regionen1 der Aquaporin-Domänen
von Strop634 und Strop1447 mit dem orthodoxen Aquaporin hAQP1 und einigen
bekannten Arsenit-leitenden Aquaglyceroporinen ist in Tabelle 4.2 dargestellt.
Die NPA-Region von den beiden Aquaporin-Domänen besteht in der gleichen Wei-
se aus N75PV und N186PA. Die beiden für die Aquaporine hoch konservierten
Asparagine sind auch bei beiden Aquaporin-Domänen zu finden. Nur beim ers-
ten NPA-Motiv ist die dritte Aminosäure Alanin gegen Valin getauscht. Alanin
und Valin beide sind unpolare aliphatische Aminosäuren. Dieser Austausch kann
in der Natur manchmal vorkommen und wird die Wasser- und Solut-Leitfähigkeit
normalerweise nicht beeinflussen [19].
1Die Sequenz der Filterregionen wurde putativ durch Sequenzalignment festgestellt.
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Tabelle 4.2: Vergleich der Filterregionen (NPA-Region und ar/R-Region) der
Aquaporin-Domänen (AQP-D) von Strop634 und Strop1447 mit dem orthodoxen
hAQP1 und einigen Arsenit-leitenden Aquaglyceroporinen
NPA-Region ar/R-Region
hAQP1 NPA, NPA FHCR
EcGlpF NPA, NPA WGFR
ScFps1 NPS, NLA WNTR
AQP7 NAA, NPS FGYR
AQP9 NPA, NPA FACR
Strop634-AQP-D N75PV, N186PA N51 S183 V189 R193
Strop1447-AQP-D N75PV, N186PA N51 S183 V189 R193
Die ar/R-Region ist die engste Stelle im Aquaporin-Kanal und dient als Größen-
ausschluss für die Solute. Die putative ar/R-Region der Aquaporin-Domänen von
Strop634 und Strop1447 sind mit gleichen Aminosäuren N51, S183, V189 und R193
aufgebaut. Das hoch konservierte Arginin ist auch bei den beiden zu sehen. Das
kleine und neutrale Serin auf Position 183 unterscheidet sich deutlich vom großen
und geladenen H180 in hAQP1, welches typisch für die orthodoxen Aquaporine
ist.
Aufgrund der Vergleichsergebnisse sprechen die beiden Aquaporin-Domänen eher
für die Aquaglyceroporine.
Vergleich der Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop1447
Sequenzalignment und Stammbaumanalyse der Arsenatreduktase-Domänen
von Strop634 und Strop1447 Die beiden Arsenatreduktase-Domänen von Strop-
634 und Strop1447 wiesen ebenfalls eine relativ hohe Ähnlichkeit (69% identische
bzw. 82% ähnliche Proteinsequenz) auf. Die Stammbaumanalyse mit sechs be-
reits charakterisieten Arsenatreduktasen aus vier unterschiedlichen Arsenatreduk-
tase-Familien zeigte, dass die Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop-
1447 deulich zur Arsenatreduktase-Familie aus grampositiven Bakterien gehören
(s. Abb. 4.2), die normalerweise das Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System
(Trx/TrxR-System) als Reduktionsintermediat für den Reaktionszyklus braucht.
Vergleich des putativen Aktivzentrums der Arsenatreduktase-Domänen von
Strop634 und Strop1447 Anhand der bereits aufgeklärten Kristallstrukturen
von einigen Arsenatreduktasen aus verschiedenen Arsenatredukase-Familien ist das
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Amino Acid Substitutions (x100)
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Abbildung 4.2: Stammbaumanalyse der Arsenatreduktase-Domänen (ArsC-D) von
Strop634 und Strop1447 mit einigen bekannten Arsenatreduktasen. Der dun-
kelgrau markierte Kasten ist die typische Arsenatreduktase-Familie aus den
grampostiven Bakterien. Die mit dem hellgrauen Kasten markierten CgArsC1
und CgArsC2 sind zwei vor kurzem entdeckte Arsenatreduktasen aus einem
grampostiven Bakterium C. glutamicum [69]. Die beiden Arsenatreduktasen aus
C. glutamicum benutzen Mycothiol/Mycoredoxin/Mycothionreduktase-System
(MSH/Mrx/MR-System) für ihre Arsenatreduktion, was bisher untypisch sind.
(Alignment durchgeführt mit Clustal W-Methode, Erstellung der Abbildung mit
MegAlign)
Aktivzentrum für die jeweilige Arsenatreduktase sehr charakteristisch. Das Aktiv-
zentrum der Arsenatreduktasen besteht je nach den Arsenatreduktase-Familien
aus einem bzw. drei Cysteinen. Für die Arsenatreduktase-Familie aus den gram-
positiven Bakterien sind typischerweise drei Cysteine in ihrem Aktivzentrum zu
sehen, was zu der Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 (C11(293), C85(367),
C89(371))2 gut passt. Ein bisschen erstaunlich ist die Arsenatreduktase-Domäne
von Strop1447: trotz der hohen Ähnlichkeit zu der von Strop634 gibt es nur ein
einziges Cystein (C11(290))3 in der Proteinsequenz (s. Tab. 4.3).
Aufgrund der Vergleichsergebnisse wurde vermutet, dass die Arsenatreduktase-
Domäne von Strop634 zur typischen Arsenatreduktase-Familie der grampositiven
Bakterien gehört. Wegen der hohen Sequenzähnlichkeit wurde die Arsenatreuktase-
Domäne von Strop1447 trotz einiger fehlender Cysteine in der gleichen Weise wie
die Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 in dieser Arbeit getestet.
2Die in zweiten Klammern eingesetzten Zahlen sind die Cystein-Positionen im Fusionsprotein
Strop634
3Die in zweiten Klammern eingesetzte Zahl ist die Cystein-Position in Fusionsprotein Strop1447
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Tabelle 4.3: Vergleich des putativen Aktivzentrums der Arsenatreduktase-Domänen
(ArsC-D) von Strop634 und Strop1447 mit einigen bekannten Arsenatreduktasen
aus verschiedenen Arsenatreduktase-Familien
Arsenatreduktase Cysteine in Aktivzentrum bildende
Proteinsequenz Cysteine
EcArsC (G− Bakterium) C12, C106 C12
SaArsC (G+ Bakterium) C10, C15, C82, C89 C10, C15, C82
BsArsC (G+ Bakterium) C10, C15, C82, C89 C10, C15, C82
CgArsC1 (G+ Bakterium) C8 C8
CgArsC2 (G+ Bakterium) C11 C11
ScAcr2 (Eukaryont) C76, C106, C119 C76
Strop634-ArsC-D C11, C85, C89 C11?, C85?, C89?
Strop1447-ArsC-D C11 C11?
4.1.2 Ergebnisse der vorherigen Diplomarbeit
In der vorherigen Diplomarbeit wurden die beiden Gene von Strop634 und Strop-
1447 aus der genomischen DNA von S. tropica in einen Hefe-Expressionsvektor
subkloniert. Die vollständige Expression sowohl von den Funsionsproteinen als
auch von den jeweiligen Domänen wurde beim Western Blot bestätigt (s. Abb.
4.3).
122 kDa
79 kDa
47 kDa
33 kDa
24 kDa
20 kDa
Strop634
Strop634-AQP-D
Strop634-ArsC-D
Strop1447-ArsC-D
Strop1447-AQP-D
Strop1447
1 2 3 4 5 6
1:
2:
3:
4:
5:
6:
Abbildung 4.3: Western Blot der mikrosomalen Fraktion der mit Strop634 (48,5 kDa),
Strop1447 (44,5 kDa) und der jeweiligen Aquaporin-Domäne Strop634-AQP-D
(30,5 kDa), Strop1447-AQP-D (30 kDa) transformierten Hefezellen, sowie der zy-
tosolischen Fraktion der mit der Arsenatreduktase-Domäne Strop634-ArsC-D
(19,5 kDa), Strop1447-ArsC-D (16 kDa) transformierten Hefezellen. Alle Proteine
wurden mit Hämagglutinin getagget. Pro Spur wurde 45 μg Gesamtprotein auf-
getragen. Der Primärantikörper (Maus-Anti-HA) und Sekundärantikörper (Anti-
Maus) wurden jeweils in einer Verdünnung von 1:5000 in M-TBS-T eingesetzt.
Alle detektierten Banden waren auf der erwarteten Höhe zu finden.
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Die Arsenatreduktase-Aktivität sowie die Arsenit-leitfähigkeit von Strop634 wur-
den phänotypisch in den transformierten Hefezellen nachgewiesen (s. Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: A: Arsenat-Resistenz-Assay mit einem Arsenat-sensitiven Hefestamm
BY4742∆acr2. Für den Assay wurde das Wachstum von den mit Fusionsge-
nen (strop634 und strop1447) sowie Arsenatreduktase-Domänen (strop634-ArsC-
D und strop1447-ArsC-D) transformierten Hefezellen auf den Arsenat-haltigen
Platten untersucht. Das Wachstum von den Hefezellen wies auf eine funktio-
nelle Arsenatreduktase in Hefezellen hin. B: Arsenit-Aufnahme-Assay mit einem
Arsenit-unempfindlichen Hefestamm BY4742∆fps1∆acr2,3. Für den Assay wurde
das Wachstum von den mit den Fusionsgenen (strop634 und strop1447) sowie
Aquaporin-Domänen (strop634-AQP-D und strop1447-AQP-D) transformierten
Hefezellen auf den Arsenit-haltigen Platten analysiert. Das abgeschwächte Wachs-
tum von Hefezellen wies eine Arsenit-leitende Funktion von Aquaporinen auf.
4.1.3 Vorarbeiten für die funktionelle Charakterisierung von
Strop634 und Strop1447
Knockout des arsRBC-Operons in E. coli - Herstellung des SK47-E. coli-
Stammes
Um die Funktion von Strop634 und Strop1447 in E. coli zu untersuchen und cha-
rakterisieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Knockout E. coli-Stamm SK47
erzeugt, dessen chromosomales arsRBC-Operon für die Arsen-Resistenz in E. co-
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li-Stamm SK46 deletiert wurde. Dazu wurde das von Datsenko [103] beschriebene
λ-Red-Rekombinase-System benutzt.
Design und Klonierung des Knockout-Konstruktes Der E. coli-Stamm, bei
dem das arsRBC-Operon ausgeknockt werden soll, ist E. coli-Stamm SK46, dessen
eigenen chromosomalen Gene für das orthodoxe Aquaporin EcAQPZ und Aqua-
glyceroporin EcGlpF bereit deletiert wurden [87].
Für das Knockout-Konstrukt wurden zwei PCRs mit der genomischen DNA von
SK46-E. coli als Template durchgeführt. Durch zwei PCR-Schritte wurden ein 5’-
Linkerarm mit 883 bp (NotI/EcoRI) und 3’-Linkerarm (HindIII/KpnI) mit 1145 bp,
die sich oberhalb und unterhalb des arsRBC-Operons in Genom befinden, ampli-
fiziert und anschließend wurden sie in den PIJ773-Vektor upstream (NotI/EcoRI)
und downstream (HindIII/KpnI) der Apramycin-Resistenzkassette ligiert (s. Abb.
4.5). Das linearisierte Apramycin-Resistenzkassete-haltige Knockout-Konstrukt (ver-
daut mit NotI und KpnI) wurde aufgereinigt und anschließend durch Ethanol-
Fällung aufkonzentriert.
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1,15 kb
NotI KpnI
Primer: +1550 Primer: v1a
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VerifizierungsPCR
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SK46
acc3 (Apra Kassette)
VerifizierungsPCR 1
VerifizierungsPCR 2
VerifizierungsPCR 1
12 positive Kolonien SK46
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Abbildung 4.5: Schematische Darstellung des Knockout-Konstruktes für das ars-
Operon und des genomischen Konstruktes nach der homologen Rekomination bzw.
die erwarteten PCR-Produkte nach den Verifizierungs-PCRs
Elektroporation und Inkubation Für die Elektroporation wurden bereits mit
pRed/ET (amp) 4 transformierte SK46-Zellen in 5ml LB-Medium mit Ampicillin
bei 30◦C über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Kultur 1:100 mit
4Red/ET-Expressionssystem fördert die homologe Gen-Rekombination und wird durch Zugabe
von L-Arabinose und Temperatur-Shift induziert. („Quick&Easy E. coli Gene Deletion Kit“
(Version 2.0 (January 2007)) von GENE BRIDGES)
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LB-Medium mit Zugabe von Ampicillin und 1mM L-Arabinose angeimpft und bei
30◦C 2h inkubiert. Es folgte eine weitere Inkubation bei 37◦C für 1 h. Die Zellen
wurden zu elektrokompetenten Zellen präpariert. 800 ng Knockout-Konstrukt wur-
den nach dem Standardprotokoll für die Elektroporation in die SK46-Zellen trans-
formiert und die Zellen wurden für eine weitere 3 h in 1ml LB-Medium inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Zellen auf die LB-Platte mit Apramycin aus-
plattiert. Nach der homologen Rekombination wurden die Apramycin-resistenten
Klone selektiert. Das Knockout-Konstrukt im Chromosom wurde mit zwei PCRs
verifiziert (s. Abb. 4.5). Eine der positiv verifizierten Knockout-Kolonien wurde auf
einer LB-Platte mit Apramycin ausplattiert und über Nacht wachsen gelassen. Am
folgenden Tag wurde wieder eine Einzelkolonie ausgepickt und zur Kultivierung
gebracht. Dieser Vorgang wurde noch dreimal wiederholt. Der resultierte E. coli-
Stamm wurde als SK47-E. coli bezeichnet und für die Dauerkultur präpariert.
Thioredoxin und Thioredoxinreduktase in S. tropica
S. tropica ist ein grampositives Bakterium. Das Sequenzalignment und die Stamm-
baumanalyse zeigte auch deutlich, dass die beiden Arsenatreduktase-Domänen, vor
allem die von Strop634, zu der Arsenatreduktase-Familie der grampositiven Bak-
terien passten. Für die typische Arsenatreduktase aus dieser Familie sind Thio-
redoxin und Thioredoxinreduktase an dem ganzen Reaktionzyklus beteiligt. Es
wurde zuerst geplant, das eigene Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System aus
S. tropica auszusuchen und im Anschluss das gefundene Trx/TrxR-System bei der
Charakterisierung der Arsenatreduktase-Domänen einzusetzen.
Das ganze Genom von S. tropica wurde nach den möglich vorhandenen Thioredoxin-
bzw. Thioredoxinreduktase-Genen durchsucht. Dazu wurden die Proteinsequenzen
bekannter Thioredoxin und Thioredoxinreduktase aus S. aureus (SaTrxA (SAV1145)
und SaTrxR (SAR0818)) zum BLAST angegeben. Zwei putative Thioredoxin-Gene
(strop4580 und strop0730, deren Proteinsequenz auch später in dieser Arbeit als
StTrx1, StTrx2 genannt) und ein putatives Thioredoxinreduktase-Gen (strop4579,
dessen Proteinsequenz auch später in dieser Arbeit als StTrxR bezeichnet) wurden
gefunden.
Beim Sequenzalignment zeigten StTrx1 und StTrx2 eine gewisse Ähnlichkeit (56%
ähnliche und 37% identische Proteinsequenz). Wie bei den anderen Thioredoxi-
nen haben sie hoch konservierte Proteinsequenz CGPC, die für die Elektronen-
übertragung verantwortlich sein kann (s. Abb. 4.6). Je nachdem ob die beiden
Cysteingruppen als Einzel oder als Disulfidbindung im Protein vorliegen, wird das
Thioredoxin als reduzierte oder oxidierte Form bezeichnet.
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Abbildung 4.6: Sequenzalignment der putativen StTrx1 und StTrx2 mit einem bekann-
ten Thioredoxin aus S. aureus. Umrandet ist die hoch konservierte Proteinsequenz
CGPC für die Thioredoxine.
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Abbildung 4.7: Sequenzalignment der putativen StTrxR mit drei bekannten Thiore-
doxinreduktasen aus S. aureus, B. subtilis und E. coli. Umrandet ist das Aktiv-
zentrum bzw. Bindstelle für Thioredoxin und FAD bei der Reduktion.
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Die putative StTrxR-Proteinsequenz wurde mit drei bekannten TrxR-Proteinse-
quenzen (EcTrxR, BsTrxR, SaTrxR) verglichen (s. Abb. 4.7). Es wurde gezeigt,
dass StTrxR genau zu der TrxR-Familie der niedrigen Molekülmasse passt, was
vor allem in Prokaryonten vorkommt [104]. Das putative Aktivzentrum besteht
aus CATC in StTrxR und ist identisch zur EcTrxR, welche als Bindstelle für Thio-
redoxin und FAD dienen kann [105].
Klonierung und Proteinexpression von StTrx1, StTrx2 und StTrxR Alle drei
Gene wurden aus der genomischen DNA von S. tropica in einen E. coli-Expres-
sionsvektor pTrc-10His-Xa subkloniert und nach dem Standardprotokoll in BL21-
E. coli heterolog exprimiert. Die aufgereinigten Proteine zeigten auf dem SDS-
PAGE-Gel die richtige Proteingröße jeweils bei 15 kDa, 15 kDa und 37 kDa (s.
Abb. 4.8). Die gesamte Ausbeute für die drei Proteine lag zwischen 2-2,5mg pro
125ml Expressionskultur. Die aufgereinigten Proteinlösungen wurden anschließend
in Tris-Puffer dialysiert und bei -20◦C gelagert.
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Abbildung 4.8: SDS-PAGE-Gel der heterologen Expression und Aufreinigung von
StTrx1, StTrx2 und StTrxR. Angegeben sind die Imidazol-Konzentrationen in Elu-
tionspuffer. Je 5 μl der Fraktionen wurden aufgetragen.
Enzymaktivitätsmessung des exprimierten StTrx/StTrxR-Systems Um das
Vorhandensein der Aktivität vom exprimierten StTrx/StTrxR-System zu über-
prüfen, wurde eine Enzymaktivitätsmessung mittels eines künstlichen Substrats
DTNB durchgeführt. Das durch StTrx/StTrxR-System katalysierte Produkt NTB
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wurde photometrisch bei 412 nm verfolgt. Bei einem Vortest mit der Kombinati-
on von StTrx1/StTrxR und StTrx2/StTrxR (mit der gleichen Konzentration von
StTrx1 und StTrx2 im Testansatz) wurden die ähnliche Reaktionskurven gezeigt
(s. Abb. 4.9). Da StTrx1 (Strop4580) und StTrxR (Strop4579) sich in einem Gen-
Cluster befinden, wurde das StTrx1/StTrxR-System für die weitere Charakterisie-
rung des StTrx/StTrxR-Systems ausgewählt.
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Abbildung 4.9: Aufnahme der Absorptionsänderung beim Trx/TrxR-Enzymassay. In
100 μl Reaktionsansatz wurden 4 μM StTrxR, 0,4mM DTNB, 0,5mM NADPH,
2mM EDTA, 100mM Tris pH8,0 und gleiche Trx-Konzentration (70 μM StTrx1
bzw. StTrx2) eingesetzt. Eine Kontrollereaktion (ohne Trx/TrxR) wurde ebenfalls
durchgeführt.
pH-Optimierung für StTrx/StTrxR-Enzymassay Die pH-Optimierung für den
StTrx1/StTrxR-Enzymassay erfolgte mit der Bestimmung und dem Vergleich der
Michaeliskonstante Km und vmax bei unterschiedlichen pH-Werten (pH6,0, pH 8,0
und pH10,0) im Testsystem, um einen optimalen pH-Wert für den späteren Ein-
satz des StTrx1/StTrx-Systems in Arsenatreduktase-Enzymassay zu schätzen. Bei
pH8,0 zeigte das StTrx1/StTrxR-System die höchste Aktivität mit Km von 9,6 mM
und vmax von 0,011min−1, bei pH 6,0 war die Aktivität deutlich niedriger mit Km
= 30,5 mM und vmax = 0,008min−1). Bei pH 10,0 wurde keine messbare Aktivität
gezeigt (s. Abb. 4.10).
Hemmung der Thioredoxinreduktase-Aktivität durch Auranofin und Arsenit
Die Enzymaktivität von einigen Thioredoxinreduktasen kann durch Auranofin
[106] und Arsenit [38] gehemmt werden. Auranofin ist eine organische Goldver-
bindung, vermutlich basiert der Hemmungseffekt auf der Interaktion von Gold mit
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Abbildung 4.10: Aktivitätsbestimmung vom StTrx1/StTrxR-System bei unterschied-
lichen pH-Werten. 100 μl Ansatz setzte sich aus 4 μM StTrxR, 0,4mM DTNB,
0,5mM NADPH, 2mM EDTA, 100mM Tris und unterschiedliche StTrx1-
Konzentration (0-30 μM) bei pH6,0, pH 8,0 und pH10,0.
den SH-Gruppen von Thioredoxinreduktase. Arsenit kann ebenfalls aktiv mit SH-
Gruppen der Thioredoxinreduktase reagieren, damit deren Enzymaktivität enorm
beeinflusst werden kann. Hier wurde der Hemmungseffekt von den beiden Stoffen
auf die Enzymaktivität von StTrxR getestet (s. Abb. 4.11). Das Ergebnis zeigte,
dass StTrxR sehr leicht durch Auranofin gehemmt werden konnte (IC50 = 5,2 nM).
Die IC50 von Arsenit war auch relativ niedrig und lag bei 0,13mM.
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Abbildung 4.11: Konzentrationsabhängige Hemmung der StTrxR-Aktivität mittels
Auranofin (links) und Arsenit (rechts). Die Aktivität wurde in 100 μl Ansatz (4 μM
StTrxR, 0,4mM DTNB, 0,5mM NADPH, 2mM EDTA, 70 μM StTrx1, 100mM
Tris, pH 8,0) mit Zugabe von Auranofin oder Arsenit bestimmt.
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4.1.4 Charakterisierung der Arsenatreduktase-Domänen von
Strop634 und Strop1447
Heterologe Expression und Aufreinigung der Arsenatreduktase-Domänen
von Strop634 und Strop1447
Die beiden Arsenatreduktase-Domänen wurden zuerst aus den vorhandenen Kon-
strukten Strop634-ArsC-D-HA426 und Strop1447-ArsC-D-HA426 in einen E. coli-
Expressionsvektor pQE30 umkloniert. Nach der Transformation in BL21(DE3)-
pRep4 E. coli-Zelle wurden die Proteinexpression und der Zellaufschluss nach den
Standardprotokollen durchgeführt. Die beiden löslichen Proteine (Strop634-ArsC-
D und Strop1447-ArsC-D) wurden erfolgreich in E. coli exprimiert (s. Abb. 4.12).
Nach einem weiteren Aufreinigungsprozess durch Ni2+-NTA-Agarose konnte die
Proteinkonzentration für die beiden Proteine bis zu 1,0-1,2mg/ml in einer Elu-
tionsfraktion (100mM Imidazol) erreichen (s. Abb. 4.12). Die Ausbeute für die
beiden Proteine lag zwischen 2-2,5mg pro 125ml Expressionskultur. Die aufge-
reinigten Proteinlösungen wurden anschließend in Tris-Puffer dialysiert und bei
-20◦C gelagert.
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Abbildung 4.12: SDS-PAGE-Gel der heterologen Expression und Aufreinigung von den
beiden Arsenatreduktase-Domänen. Angegeben sind Imidazol-Konzentrationen in
Elutionspuffer. Je 5 μl der Fraktionen wurden aufgetragen.
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Enzymaktivitätsmessung der Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und
Strop1447
Zuerst wurden die beiden exprimierten Arsenatreduktasen jeweils mit dem selbst
exprimierten StTrx1/StTrxR-System beim Arsenatreduktase-Enzymassay einge-
setzt. Es wurde keine erkennbare Arsenatreduktase-Aktivität von den beiden ge-
funden. Im Anschluss wurde versucht, ein erworbenes EcTrx/EcTrxR-System aus
E. coli das StTrx1/StTrxR-System im Enzymassay zu ersetzen. Nach der Konzen-
trationsoptimierung wurde die Enzymaktivität von Arsenatreduktase-Domäne von
Strop634 in vitro nachgewiesen und bestimmt (Km = 75mM, kcat = 13min−1), bei
der Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 wurde keine Reduktase-Aktivität in
diesem Assay gezeigt (s. Abb. 4.13).
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Abbildung 4.13: Enzymaktivitätsbestimmung der Arsenatreduktase-Domänen von
Strop634 und Strop1447. In 100 μl Ansatz wurden 0,25 μM Arsenatreduktase,
6,72 μM EcTrx, 0,345 μM EcTrxR, 125 μM NADPH, 150mM NaCl, 20mM Tris
pH7,5 und verschiedene Konzentrationen von Substrat Arsenat (0-400mM) ein-
gesetzt. Der Verbrauch von NADPH wurde photometrisch bei 340 nm bestimmt.
Hemmung der Arsenatreduktase-Aktivität von Strop634 durch Arsenit
Es ist bekannt, dass einige Arsenatreduktasen durch ihr Enzymprodukt Arsenit
gehemmt werden können [63, 107]. Hier wurde die Hemmung der Arsenatreduktase-
Domäne von Strop634 durch ihr Enzymprodukt Arsenit getestet (s. Abb. 4.14).
Der Hemmungseffekt war deutlich zu erkennen, wenn Arsenit zum Reaktionsansatz
zugegebn wurde. Es ergab sich eine IC50 von 1,8mM.
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Abbildung 4.14: Hemmung der Arsenatreduktase-Aktivität von Strop634-ArsC-D
durch Arsenit. In 100 μl Ansatz wurden 0,25 μM Arsenatreduktase, 6,72 μM EcTrx,
0,345 μM EcTrxR, 125 μMNADPH, 150mM NaCl, 20mM Tris pH7,5, 400mM Ar-
senat und verschiedene Zugaben von Arsenit (0-10mM) eingesetzt. Der Verbrauch
von NADPH wurde photometrisch bei 340 nm bestimmt.
Phosphotyrosinphosphatase-Aktivität der Arsenatreduktase-Domänen von
Strop634 und Strop1447
Einige Arsenatreduktasen zeigen bei ihrem Sequenzvergleich große Ähnlichkeit zu
den Phosphatase-Familien, z. B. SaArsC und LMW-PTPase [62], ScArsC und
CDC25-Phosphatase [65]. Die Phosphatase-Aktivität von einigen Arsenatredukta-
sen wurde ebenfalls bereits experimentell bestätigt [62, 67, 108, 109, 110, 111].
Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit zur LMW-PTPase vor allem eines hoch
konservierten C-Xn-R-Anion-Bindungsmotiv (s. Abb. 4.15) bei der Arsenatreduk-
tase-Domäne von Strop634 wurde auch eine Phosphotyrosinphosphatase-Aktivität
erwartet. Bei der Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 fehlt jedoch diese wich-
tige Sequenz (s. Abb 4.15). Zur Enzymaktivitätsbestimmung wurde standardmäßig
ein künstliches Substrat 4-Nitrophenylphosphat (pNPP) eingesetzt.
Die Phosphatase-Aktivität wurde bei Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 mit
Km = 6,3mM und kcat = 0,016min−1 nachgewiesen. Bei Arsenatreduktase-Domäne
von Strop1447 wurde keine Phosphatase-Aktivität gezeigt (s. Abb. 4.15)
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Abbildung 4.15: A: Sequenzvergleich des Anion-Bindungsmotives von verschiedenen
Arsenatreduktasen aus grampositiven Bakterien. Umrandet sind die Bindungsmo-
tive C-Xn-R für die Phosphotyrosinphosphatase. Bei Strop1447-ArsC-D ist das
fehlende Arginin zu sehen. (Alignment durchgeführt mit Clustal W-Methode) B:
Phosphatase-Aktivität der Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop-
1447.
4.1.5 Charakterisierung der Aquaporin-Domänen von Strop634
und Strop1447
In der vorherigen Diplomarbeit wurde die Arsenit-Leitfähigkeit sowohl bei dem
Fusionsprotein Strop634 als auch bei der Aquaporin-Domäne von Strop634 in He-
fezellen phänotypisch nachgewiesen (s. Abb. 4.4). Im Rahmen dieser Arbeit wur-
de die Solut-Leitfähigkeit durch die beiden Fusionsproteine bzw. ihre Aquaporin-
Domänen in weiteren verschiedenen Testsystemen charakterisiert.
Phänotypische Untersuchung der Antimonit-Leitfähigkeit durch
Aquaglyceroporine SK47-Zellen
Antimonit (Antimontrioxid) ist ein Arsenit-Analogon, das ähnliche chemische und
strukturelle Eigenschaften zu Arsenit bzw. Glycerol aufweist. Der pKa-Wert von
Antimonit liegt bei 11,8, damit liegt es wie Arsenit hauptsächlich in der Na-
tur als ungeladene Form Sb(OH)3 vor [54]. Das molare Volumen von Antimo-
nit (62 cm3/mol) ist ein bisschen größer als Arsenit (59 cm3/mol) aber kleiner als
Glycerol (71 cm3/mol) [71]. Es wurde vermutet, dass das Antimonit wegen seiner
Größe leichter als Glycerol durch den Kanal von Aquaglyceroporinen passieren
kann [112].
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Die bisher bekannten Arsenit-leiteden Aquaglyceroporine (EcGlpF, ScFps1, hAQP7
und hAQP9) zeigen ebenfalls Antimonit-Leitfähigkeit [8, 44, 72, 112]. Hier wur-
de die Antimonit-Leitfähigkeit der beiden Aquaporin-Domänen von Strop634 und
Strop1447 phänotypisch in SK47 E. coli-Zellen untersucht.
Bei den SK47 E. coli-Zellen wurden das endogene Aquaglyceroporin-Gen für das
Arsenit-leitende EcGlpF und das für die Antimonit-Ausscheidung zuständige arsB-
Gen [54] deletiert. Daher ist dieser E. coli-Stamm Antimonit-unempfindlich. Wenn
aber ein funktionelles Antimonit-leitendes Aquaglyceroporin in diesem E. coli-
Stamm beim Antimonit-haltigen Testmedium exprimiert ist, kann eine Toxizi-
tätserscheinung (ein abgeschwächtes Wachstum) wegen des Antimoniteinstroms
gezeigt werden.
Zum Assay wurden die beiden Aquaporin-Domänen in einen E. coli-Expressions-
vektor pQE30 ligiert und anschließend in SK47-Zellen durch Elektroporation trans-
formiert. Als Kontrolle dienten jeweils mit EcGlpF-pQE30 (Positivkontrolle) und
Leerplasmid pQE30 (Negativkontrolle) transformierte SK47-Zellen sowie SK46-
Zellen. Auf den Antimonit-haltigen Platten zeigte es deutlich, dass die Zellen
sowohl mit der Positivkontrolle als auch mit der Aquaporin-Domäne von Strop-
634 ein vermindertes Wachstum aufwiesen (s. Abb. 4.16). Das toxische Antimonit
konnte daher über die beiden Aquaglyceroporine in die Zellen nach dem chemi-
schen Gradienten eindringen. Die anderen Zellen waren aufgrund der fehlenden
Antimonit-leitenden Aquaglyceroporine Antimonit-unempfindlich.
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Abbildung 4.16: Antimonit-Aufnahme-Assay in Antimonit-unempfindlichen SK47
E. coli-Zellen. Getestet wurde die beiden Aquaporin-Domänen (Strop634-AQP-
D und Strop1447-AQP-D). Das abgeschwächte Wachstum von SK47-Zellen wies
auf eine Antimonit-Leitfähigkeit von den Aquaglyceroporinen hin.
Direkter Arsenit-Aufnahme-Assay in Hefezellen
Um eine direkte Arsenit-Aufnahme durch die Aquaglyceroporine zu untersuchen,
wurden die jeweils mit den beiden Fusionsgenen (strop634 und strop1447), sowie
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ScFps1 (Positivkontrolle) und Leerplasmid (Negativkontrolle) transformierten He-
fezellen des Stammes BY4742∆fps1∆acr2,3∆ycf1 in einem 1mM Arsenit-haltigen
flüssigen Medium unter leichtem Schütteln inkubiert. Die Menge des aufgenomme-
nen Arsenit im Zytosol5 gegen die Zeit wurde durch ein Atomabsorptionsspektro-
meter mit Hydrid-Atomisierungstechnik quantitativ bestimmt.
Die Aufnahmekurven entsprachen dem phänotypischen Wachstumsassay. Strop634
zeigte eine ähnliche Arsenit-Leitfähigkeit wie die Positivkontrolle ScFps1 (s. Abb.
4.17). Bei Strop1447 war die Aufnahmekurve fast identisch mit der Negativkon-
trolle, was auf die fehlende Arsenit-Leitfähigkeit hinwies.
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Abbildung 4.17: Direkter Arsenit-Aufnahme-Assay von Strop634, Strop1447 sowie
Positivkontrolle ScFps1 und Negativkontrolle in ∆fps1∆acr2,3∆ycf1-Hefezellen.
Aufgetragen sind die aufgenommenen Arsenit-Mengen in ng pro 106 Zellen in Ab-
hängigkeit von der Zeit. Die Werte stammten aus drei unabhängigen Probenvor-
bereitungen und Messungen. Die Standardfehler der Mittelwerte sind ebenfalls
angegeben (n = 3).
Glycerol-Stress-Assay
Der Glycerol-Stress-Assay dient zur ersten Einschätzung der Glycerol-Leitfähigkeit
der Aquaglyceroporine. Das Experiment wurde von Dr. Binghua Wu durchgeführt.
Die zu untersuchenden Hefezellen wurden vorher in einem Glycerol-haltigen Medi-
um (SD HLK + 1MGlycerol) über Nacht inkubiert, dadurch wurde ihr Zytosol mit
Glycerol beladen. Mit den funktionellen Glycerol-leitenden Aquaglyceroporinen
z. B. PfAQP sollte es bei einem hypoosmotischen Testbedingung (SD HLK-Platte)
zu einem normalen Hefewachstum führen (s. Abb. 4.18), da die Hefezellen durch
5Die Zellzahl wurde durch eine Zählkammer ausgezählt und ergab sich der Wert: 1 OD600 =
1,25× 106Hefezellen/ml.
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die Ausscheidung von Glycerol diesen osmotischen Stress kompensieren konnten.
Die Hefezellen ohne funktionelle Glycerol-leitende Aquaglyceroporine waren nicht
in der Lage, diesen osmotischen Stress auszugleichen und es führte zu einem abge-
schwächten Wachstum, wie die Negativkontrolle in Abbildung 4.18 zeigte. Unter
der isoosmotischen Testbedingung (SD HLK-Platten + 1M Sorbitol) sollten genau
umgekehrte Erscheinungen gezeigt werden. Ein vermindertes Wachstum deutete
auf die funktionellen Aquaglyceroporine z. B. PfAQP hin, da für sie ein osmoti-
scher Druck wegen des Verlusts von Glycerol entstand. Ein normales Wachstum
war bei den Hefezellen ohne funktionelle Aquaglyceroporine aufgrund des unver-
änderten Zellinnendrucks zu sehen. Bei Strop634 und Strop1447 zeigten sowohl
die Fusionsproteine als auch die jeweiligen Aquaporin-Domänen bei diesem Assay
keine deutlichen Unterschiede zur Negativkontrolle, was auf die fehlende (nicht
detektierbare) Glycerol-Leitfähigkeit von Strop634 und Strop1447 hinwies.
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Abbildung 4.18: Glycerol-Stress-Assay von Strop634, Strop1447 und deren Aquaporin-
Domänen sowie Positivkontrolle PfAQP und Negativkontrolle in ∆fps1-Hefezellen
Direkte Glycerol-Leitfähigkeitsmessung in Protoplasten mit der Stopped-
Flow-Apparatur
Zur direkten Bestimmung der Glycerol-Leitfähigkeit sowie Wasser-Leitfähigkeit
von Strop634 und Strop1447 wurde in dieser Arbeit eine Protoplasten-basierte
dynamische Lichtstreuungsmessung mittels einer Stopped-Flow-Apparatur durch-
geführt. Nach der Protoplasten-Präparation von jeweils mit strop634, strop1447
sowie einer Positivkontrolle PfAQP und einer Negativkontrolle (Leerplasmid) tran-
formierten Hefezellen in einem Saccharose-basierten Puffersystem wurden die Pro-
toplasten (1,2M Saccharose) mit einem Testpuffer (1,2M Saccharose + 0,6M Gly-
cerol) in der Stopped-Flow-Apparatur 1:1 gemischt, damit entstanden gleichzei-
tig ein auswärts gerichteter osmotischer (300mOsm/l) Gradient und ein einwärts
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gerichteter chemischer (300mM) Gradient von Glycerol. Ein Glycerol-leitendes
Aquaglyceroporin z. B. PfAQP hier zeigte eine typische zweiphasige Kurve (s.
Abb. 4.19), was zuerst dem Wasserausstrom und anschließend dem Glycerolein-
strom entsprach. Hier waren die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP fünffach größer
als die Negativkontrolle (Wasserdiffusion). Übrigens war die Glycerol-Leitfähigkeit
von PfAQP auch deutlich zu erkennen, während die Negativkontrolle wegen des
fehlenden Aquaglyceroporins keine Glycerol-Leitfähigkeit aufwies. Die Messkurve
von Strop634 zeigte einen ähnlichen Verlauf wie PfAQP, allerdings waren sowohl
die Wasser-Leitfähigkeit (55 mm/s im Vergleich zu 113 mm/s von PfAQP) als auch
die Glycerol-Leitfähigkeit (0,01 mm/s im Vergleich zu 0,1 mm/s von PfAQP) deut-
lich schwächer als die Positivkontrolle. Bei Strop1447 waren weder die Wasser-
Leitfähigkeit noch Glycerol-Leitfähigkeit hier zu beobachten.
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Abbildung 4.19: Dynamische Lichtstreuungsmessung von Strop634 und Strop1447 im
Vergleich zu PfAQP (Positivkontrolle) und Leerplasmid (Negativkontroll) (links).
Graphische Darstellung und Vergleich der ermittelten Koeffizienten von Wasser-
Leitfähigkeit Pf und Glycerol-Leitfähigkeit PGly (rechts). Weiß gefüllte Balken sind
die Koeffizienten von Wasser-Leitfähigkeit und die Koeffizienten von Glycerol-Leit-
fähigkeit wurden mit Farbe gefüllte Balken dargestellt. Die Standardfehler der
Mittelwerte sind angegeben (n = 7-10).
4.1.6 Charakterisierung der fusionierten Form von Strop634
und Strop1447
Phänotypische Untersuchung der Kreuz kombinierten Strop634 und
Strop1447 in Hefezellen
In der vorherigen Diplomarbeit wurden die beide Strop634 und Strop1447 als na-
tive Proteine auf ihre Aquaporin- und Arsenatreduktase-Funktionalität phäno-
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typisch in Hefezellen untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei modifi-
zierte Konstruktionen für Strop634 und Strop1447 hergestellt, nämlich Strop634-
AQP-D-Strop1447-ArsC-D und Strop1447-AQP-D-Strop634-ArsC-D. Diese Kon-
struktionen mit dem Domäne-Austausch und zusammen mit den beiden nativen
Fusionsproteinen wurden in einem Arsenat-hypersensitiven Hefestamm By4742-
∆fps1∆acr2,3∆ycf1, dessen ABC-Transporter Ycf1 für die Arsenit-Akkumulation
in Vakuole zusätzlich noch deletiert ist. Dieser phänotypische Assay zeigte, dass
das Vorhandensein von den beiden Domänen von Strop634 in den Hefezellen für
die Arsenat-Resistenz notwendig war. Die Kombination von Aquaporin-Domäne
und Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 in der nativen Form trug das ganz
Prozess für die Arsenat-Detoxifikation bei. Bei Strop1447 wurden wie immer keine
Funktionalitäten sowohl von Arsenatreduktase-Domäne als auch von Aquaporin-
Domäne phänotypisch in Hefezellen nachgewiesen (s. Abb. 4.20).
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Abbildung 4.20: Arsenat-Resistenz-Assay von den nativen Strop634 und Strop1447 so-
wie den Konstruktionen mit den ausgetauschten Domänen in Hefestamm By4742-
∆fps1∆acr2,3∆ycf1. Das Wachstum von den Hefezellen auf den Arsenat-haltigen
Platten deutete auf einen kompletten Arsenat-Detoxifikationsmechanismus in He-
fezellen hin.
Phänotypische Untersuchung der Strop634 und Strop1447 in SK47
E. coli-Zellen
Der im Rahmen dieser Arbeit hergestellte E. coli-Stamm SK47 ist wegen des feh-
lenden ars-Operons hoch Arsenat-sensitiv. Um eine phänotypische Untersuchung
der fusionierten Strop634 und Strop1447 in E. coli zu ermöglichen, wurden die
beiden Fusionsgene in einen E. coli-Expressionsvektor pQE30 umkloniert und an-
schließend in SK47-Zellen durch Elektroporation transformiert. Die transformier-
ten Zellen wurden auf den Arsenat-haltigen LB-Platten mit eine IPTG-Zugabe
(40 ml, 100mM IPTG) für die Induktion getestet (s. Abb. 4.21). Strop634 konnte
zum Teil die fehlende ars-Operon-Funktion in SK47-Zellen im Vergleich mit SK46-
Zellen übernehmen und daher überlebten die Zellen. Bei Strop1447 wurde ähnlich
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wie Negativkontrolle kein Wachstum von den transformierten E. coli-Zellen auf
den Arsenat-haltigen Platten (ab 0,5mM As(V)) gezeigt.
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Abbildung 4.21: Arsenat-Resistenz-Assay von Strop634 und Strop1447 in SK47 E. co-
li-Zellen. Das Wachstum von E. coli-Zellen auf den Arsenat-haltigen Platten deu-
tete auf einen kompletten Arsenat-Detoxifikationsmechanismus in E. coli-Zellen
hin.
4.1.7 Charakterisierung der Strop634 und Strop1447 in
S. tropica
Bisher wurden die Arsenit-leitende Aquaporin-Funktion und Arsenatreduktase-
Funktion nur bei Strop634 nachgewiesen. Es wurde vermutet, dass es sich bei
Strop1447 sich ausschließlich um ein Pseudogen handelt. Es ist erforderlich, die
beiden Gene direkt in S. tropica zu charakterisieren.
Herstellung und Affinitätsaufreinigung von Antikörpern gegen
Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop1447
Herstellung der Antikörper gegen Arsenatreduktase-Domänen von Strop634
und Strop1447 Um direkt zu überprüfen, ob die beiden Gene für Strop634
und Strop1447 tatsächlich in S. tropica (als fusionierte Form) exprimiert sind,
wurde die Herstellung zweier polyklonaler Antikörperseren gegen die jeweilige
Arsenatreduktase-Domäne in Auftrag gegeben. Die beiden heterolog exprimier-
ten und aufgereinigten Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop1447
wurden als Antigene jeweils in zwei Kaninchen (Kaninchen 3831, 3832 für Strop634
und Kaninchen 3833, 3834 für Strop1447) injiziert. Vier Serenproben pro Kanin-
chen wurden entnommen (jeweils 1., 35., 63., 91. Tag nach der Immunisierung).
Zuerst wurden acht gelieferte Antikörperseren (1. und 91. Tag nach der Immuni-
sierung vom jeweiligen Kaninchen) auf das Vorhandensein der Antikörper gegen
die entsprechenden Arsenatreduktase-Domänen mittels Dot Blot getestet (s. Abb.
4.22).
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Abbildung 4.22: Kontrolle der gelieferten Antikörperseren mit Dot Blot. Die aufge-
reinigten Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop1447 (5 μg und eine
weitere Verdünnungsreihe (1:10, 1:100 und 1:1000)) wurden jeweils auf eine PVDF-
Membran aufgetragen. Die entsprechenden Antikörperseren (gewonnen am 1. und
91. Tag nach der Immunisierung) wurden in einer Verdünnung von 1:500 in M-
TBS-T als Primärantikörper eingesetzt. Der Sekundärantikörper (Anti-Kaninchen
(0,4mg/ml)) wurde in einer Verdünnung von 1:5000 in M-TBS-T eingesetzt.
Alle Antikörperseren (1. und 91. Tag) konnten die entsprechenden Arsenatreduk-
tase-Domänen detektieren, wobei wurde es zuerst erwartet, dass die Antikörper-
seren vom 1. Tag keine Signale liefern sollten. Die Ergebnisse zeigten, dass die
Antikörperseren auch unspezifische Antikörper gegen Arsenatreduktase-Domänen
enthielten. Alle Antikörperseren am 91. Tag lieferten aber auch deutlich stärke-
re Signale als die am 1. Tag, was das Vorhandensein der Antikörper gegen die
entsprechenden Arsenatreduktase-Domänen in allen Seren bedeutete. Ein weite-
rer Aufreinigungsprozess ist allerdings erforderlich, um die Spezifizität zu erhöhen.
Im Folgenden wurden die Seren aus Kaninchen 3831 und 3833 für die Herstellung
der Antikörper gegen die Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop1447
weitergearbeitet, da sie im Dot Blot relativ schwache Signale bei den Antikörper-
seren am 1. Tag erzeugten und wahrscheinlich wenige unspezifische Antikörper
enthielten.
Affinitätschromatograpische Aufreinigung der Antikörperseren mit SulfoLink R©
Immobilization Trail Kit Um die in Seren vorhandenen unspezifischen Antikör-
per zu entfernen, wurden die Antikörperseren mit SulfoLink R© Kit affinitätschro-
matographisch aufgereinigt.
• Kopplung der Arsenatreduktase-Domänen an die Säule
Zuerst wurden die beiden aufgereinigten Arsenatreduktase-Domänen von
Strop634 und Strop1447 jeweils auf zwei SulfoLink R© Coupling Gel immo-
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bilisiert. Die beiden Arsenatreduktase-Domänen haben jeweils drei bzw. ein
Cystein(e) in ihrer Proteinsequenz, welche(s) sich kovalent an Thiolgruppen
der aktivierten Matrix binden kann(können). Um die Kopplungseffizienz der
Immobilisierung des Antigens abschätzen zu können, wurde die Proteinkon-
zentration der Antigen-Lösung vor und nach der Kopplungsreaktion mittels
Bradford-Proteinbestimmung ermittelt (s. Tab. 4.4).
Tabelle 4.4: Quantifizierung der Kopplungseffizienz der Antigene bei SulfoLink R©
Antigen-Lösung
Strop634-ArsC-D
Antigen-Lösung
Strop1447-ArsC-D
CAusgangslösung 3,47mg/ml 4,21mg/ml
VAusgangslösung 0,15ml 0,21ml
mAusgangslösung 520 mg 884 mg
VDurchlauflösung 1 2,5ml 2,5ml
CDurchlauflösung 1 112,2 mg/ml 23,3 mg/ml
mDurchlauflösung 1 280,5 mg 58,1 mg
VDurchlauflösung 2 8ml 8ml
CDurchlauflösung 2 16,4 mg/ml 40,2 mg/ml
mDurchlauflösung 2 131,2 mg 321,6 mg
mgesamt in Durchlauflösung 411,7 mg 379,7 mg
mgebundene Protein 108,3 mg 504,3 mg
Kopplungseffizienz 20,9% 57,0%
• Kopplung der polyklonalen Antikörper an die immobilisierten Arsenatreduk-
tase-Domänen
Die Affinitätskopplung der polyklonalen Antikörper in Seren an die immo-
bilisierten Antigene wurde nach dem Standardprotokoll durchgeführt. Nach
der Inkubation wurden die beiden Matrizes mehrfach mit Waschpuffer gewa-
schen. Die Proteinkonzentration in Durchlauflösungen wurde photometrisch
bei 280 nm bestimmt. Die Matrizes wurden so lang gewaschen, bis die Ab-
sorption bei 280 nm von den Durchlauflösungen unter 0,005 lag.
• Elution der Antikörper aus den Matrizes
Die mit den Antigenen gebundenen Antikörper wurden pH-abhängig eluiert.
Die Proteinkonzentration drei eluierter Fraktionen wurde photometrisch bei
280 nm miteinander verglichen und die genaue Konzentration wurde mittels
Bradford-Proteinbestimmung ermittelt (s. Tab 4.5). Die eluierte Fraktion 3
für die jeweilige Antikörperlösung zeigte die größte Absorption bei 280 nm
und höchste Proteinkonzentration.
Zur Kontrolle der aufgereinigten Antikörper wurden alle drei Fraktionen für
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Tabelle 4.5: Vergleich der Proteinkonzentration in Eluat
Antikörper für Strop634-ArsC-D Antikörper für Strop1447-ArsC-D
Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3
A280 0,246 0,446 0,564 0,226 0,398 0,492
cmg/ml 1,24 1,34 1,50 0,77 1,13 1,46
die entsprechenden Antigene zu einem Dot Blot eingesetzt (s. Abb. 4.23).
Alle Fraktionen konnten die entsprechenden Antigene detektieren, wobei die
beiden Fraktion 3 mit der höchsten Proteinkonzentration die beste Antige-
nerkennung aufwiesen. Aufgrund der hohen Proteinkonzentration (Antikör-
perkonzentration) und der besseren Antigenerkennung wurden die beiden
Fraktion 3 als Antikörper gegen die jeweilige Arsenatreduktase-Domäne aus-
gewählt.
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Abbildung 4.23: Kontrolle der aufgereinigten Antikörper mit Dot Blot. Die aufge-
reinigten Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop1447 (5 μg und eine
weitere Verdünnungsreihe (1:10, 1:100 und 1:1000)) wurden jeweils auf eine PVDF-
Membran aufgetragen. Die aufgereinigten Antikörper wurden in einer Verdünnung
von 1:2000 in M-TBS-T als Primärantikörper eingesetzt. Der Sekundärantikörper
(Anti-Kaninchen (0,4mg/ml)) wurde in einer Verdünnung von 1:5000 in M-TBS-T
eingesetzt.
Testung der aufgereinigten Antikörper Die beiden Arsenatreduktase-Domänen
weisen eine hohe Ähnlichkeit auf und können daher möglicherweise mit den aufge-
reinigten Antikörpern Kreuzreaktivität zeigen. Um zu überprüfen, ob die beiden
aufgereinigten Antikörper eine ausreichende Spezifität hatten, wurde ein gekreuz-
ter Dot Blot durchgeführt, nämlich die Bindungsaffinität vom aufgereinigten An-
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tikörper ursprünglich gegen Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 wurde mit
Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 getestet und beim Test mit dem Anti-
körper gegen Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 war genau umgekehrt. In
Abbildung 4.24 wurde gezeigt, dass die Antikörper gegen Arsenatreduktase-Domä-
ne von Strop634 auch unspezifisch mit Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447
reagieren konnte. Die Spezifität beim Antikörper gegen Arsenatreduktase-Domäne
von Strop1447 war allerdings vorhanden.
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Abbildung 4.24: Kontrolle der Spezifität der aufgereinigten Antikörper mit Dot Blot.
Die aufgereinigten Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop1447 (5 μg
und eine weitere Verdünnungsreihe (1:10, 1:100 und 1:1000)) wurden jeweils auf
eine PVDF-Membran aufgetragen. Die aufgereinigten Antikörper wurden in einer
Verdünnung von 1:2000 in M-TBS-T als Primärantikörper gekreuzt mit Antigenen
eingesetzt. Der Sekundärantikörper (Anti-Kaninchen (0,4mg/ml)) wurde in einer
Verdünnung von 1:5000 in M-TBS-T eingesetzt.
Affinitätschromatographische Aufreinigung der Antikörperseren mit NHS HP
Spin TrapTM Wegen der nicht ausreichenden Spezifität wurde es versucht, den
Antikörper gegen Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 in Antikörperseren noch
einmal mit NHS HP SpinTrapTMaufzureinigen. Die Aufreinigung erfolgte nach Her-
stellerangaben. Drei Fraktionen wurden eluiert. Die Konzentration und Reinheit
von drei Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE abgeschätzt (s. Abb. 4.25). Zur
Testung der aufgereinigten Antikörper gegen Arsenatreduktase-Domäne von Strop-
634 wurde die Fraktion 3 ausgewählt aufgrund ihrer hohen Proteinkonzentration.
Um die Bindungsaffinität und Spezifität zu überprüfen, wurden ein normaler Dot
Blot mit der Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 und ein gekreuzter Dot Blot
mit der Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 durchgeführt. Eine zufrieden-
stellende spezifität vom Antikörper gegen Arsenatreduktase-Domäne von Strop634
wurde gezeigt und dieser Antikörper wurde später zur Immundetektion eingesetzt.
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Abbildung 4.25: A: SDS-PAGE von der aufgereinigten Antikörper Fraktion 1 bis 3. Die
gezeigten Banden sind typisch Fab-Fragment (ca. 60 kDa) und F(ab)2-Fragment
(ca. 110 kDa) für IgG. Die Fraktion 3 zeigte die hohe Reinheit und die höchste
Proteinkonzentration. B: Dot Blot und gekreuzter Dot Blot mit dem aufgereinig-
ten Antikörper gegen Arsenatreduktase-Domäne von Strop634. Die aufgereinigten
Arsenatreduktase-Domänen von Strop634 und Strop1447 (5 μg und eine weite-
re Verdünnungsreihe (1:10, 1:100 und 1:1000)) wurden jeweils auf eine PVDF-
Membran aufgetragen. Der aufgereinigte Antikörper wurde in einer Verdünnung
von 1:2000 in M-TBS-T als Primärantikörper mit beiden Antigenen getestet. Der
Sekundärantikörper (Anti-Kaninchen (0,4mg/ml)) wurde in einer Verdünnung von
1:5000 in M-TBS-T eingesetzt.
Überprüfung der Expression von Fusionsproteinen Strop634 und Strop1447
in S. tropica mittels der aufgereinigten Antikörper
Isolierung der mikrosomalen Fraktion aus S. tropica Die Isolierung der mi-
krosomalen Fraktion von S. tropica wurde zuerst nach dem Standardprotokoll für
S. cerevisiae durchgeführt. Die Proben wurden durch SDS-PAGE analysiert. Nach
der Coomassie-Färbung wurden schmierende Banden auf dem SDS-PAGE-Gel ge-
zeigt, die nicht für den Western Blot geeignet waren (s. Abb. 4.26). Ein weiterer
Aufreinigungsprozess durch TCA-Fällung für die Proben wurde durchgeführt. Ei-
ne verbesserte Bandentrennung wurde durch SDS-PAGE bestätigt (s. Abb. 4.26),
vermutlich wurden störende Farbstoffe oder andere Komponenten in der mikroso-
malen Fraktion durch TCA-Fällung entfernt.
Expressionskontrolle der nativen Fusionsproteinen Strop634 und Strop1447 in
S. tropica mittels der aufgereinigten Antikörper Die isolierte und aufgereinigte
mikrosomale Fraktion von S. tropica wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt und im
Anschluss mittels der aufgereinigten Antikörper für die jeweilige Arsenatreduktase-
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Abbildung 4.26: Coomassie-gefärbtes SDS-PAGE-Gel mit den Proben vor (links) und
nach (rechts) der TCA-Fällung. Ca. 50 μg, 25 μg und 10 μg Gesamtprotein in Pro-
ben wurden pro Spur aufgetragen.
Domäne im Western Blot auf das Vorhandensein der beiden nativen Fusionsprote-
ine analysiert (s. Abb. 4.27). Die beiden Fusionsproteine Strop634 und Strop1447
wurden in der mikrosomalen Fraktion durch Western Blot detektiert. Eine voll-
ständige Expression von den beiden nativen Fusionsproteinen wurde jeweils mit
der Proteingröße von 47 kDa und 42 kDa nachgewiesen.
47 kDa
42 kDa
Strop634 Strop1447
Abbildung 4.27: Western Blot der mikrosomalen Fraktion von S. tropica jeweils mit
Antikörper gegen Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 und Arsenatreduktase-
Domäne von Strop1447. Pro Spur wurden 40 μg Gesamtprotein aufgetragen. Der
primäre Antikörper wurde jeweils in einer Verdünnung von 1:2000 in M-TBS-T
eingesetzt. Der Sekundärantikörper (Anti-Kaninchen (0,4mg/ml)) wurde in einer
Verdünnung von 1:5000 in M-TBS-T eingesetzt.
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Phänotypische Untersuchung der Strop634 und Strop1447 in S. tropica
durch verschiedene Knockout-Stämme von S. tropica
Die Knockout-Stämme und phänotypische Untersuchung wurden von Dr. Binghua
Wu hergestellt und durchgeführt. Bisher wurde die Funktionalität von Strop634
(Aquaporin-Domäne und Arsenatreduktase-Domäne) sowohl in vivo (S. cerevi-
siae und E. coli) als auch in vitro nachgewiesen. Strop1447 zeigte aber weder
Aquaporin-Funktion noch Arsenatreduktase-Funktion in verschiedenen Testsyste-
men, obwohl Strop1447 in S. tropica als ein vollständiges Fusionsprotein expri-
miert ist (s. Abb. 4.27). Um zu wissen, ob Strop1447 tatsächlich gar keine Rolle
bei der Arsenat-Detoxifikation in S. tropica spielt, wurden verschiedene Knockout-
Stämme (∆strop634, ∆strop634-arsC-D, ∆strop1447, ∆strop634,1447) hergestellt
und im Anschluss wurden diese Knockout-Stämme zusammen mit Wildtyp ana-
log zum Hefe-Wachstumsassay auf den Arsenat-haltigen Agarplatten phänotypisch
untersucht (s. Abb. 4.28).
wt
Δstrop634-arsC-D
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Δstrop1447
Δstrop634,1447
0 0,1 0,5 1 mM As(V)
Abbildung 4.28: Arsenat-Resistenz-Assay mit S. tropica und dessen verschiedenen
Knockout-Stämmen. Aufgetragen sind 1:10 Verdünnungen der Zellen, ausgehend
von einer OD600 von 1. Die Platten wurden nach 8 d gescannt.
Die Knockout-Stämme ∆strop634 und ∆strop634,1447 waren komplett Arsenat-
sensitiv auf den Platten, daher ist strop634 essentiell für die ganze Arsenat-Deto-
xifikation in S. tropica. Beim Knockout-Stamm ∆strop1447 wurde ein ähnliches
Wachstum wie Wildtyp gezeigt, was darauf hinwies, dass Strop1447 nicht unbe-
dingt notwendig für die Arsenat-Detoxifikation in S. tropica ist. Hoch interessant
wies der Knockout-Stamm ∆strop634-arsC-D, bei dem nur die Arsenatredukta-
se-Domäne von strop634 deletiert ist, nur ein abgeschwächtes Wachstum auf den
Arsenat-haltigen Platten auf. Es schien, dass die Arsenatreduktase-Domäne von
Strop634 nicht unverzichtbar ist und wahrscheinlich die Arsenatreduktase-Domäne
von Strop1447 zum Teil diese Reduktionsaufgabe übernehmen könnte. Zum Schluss
kann man feststellen, dass die Arsenit-leitende Aquaporin-Funktion von Strop634
ausschlaggebend für die Ausscheidung von dem toxischen Arsenit ist, die Arse-
natreduktion zum großen Teil durch die Arsenatreduktase-Domäne von Strop634
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erfolgt und unter bestimmter Bedingung deren enzymatische Funktion auch mit
der Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 ersetzbar ist.
4.2 Untersuchung der Aquaporin-Aquaporin-
Fusionsproteine TgAQP2 und EtAQP2 aus
T. gondii und E. tenella
4.2.1 Sequenzvergleich der TgAQP2 und EtAQP2
TgAQP2 und EtAQP2 bestehen jeweils aus zwei Aquaporin-Domänen (s. Tab.
4.6). Beim Sequenzvergleich wurden die beiden Domänen getrennt betrachtet. In
der folgenden Arbeit wurden alle Aquaporin-Domänen nach der Reihenfolge in
Proteinsequenzen als TgAQP2a, TgAQP2b, EtAQP2a und EtAQP2b bezeichnet
6.
Tabelle 4.6: Zuordnung der Proteinsequenz in TgAQP2 und EtAQP2
Aquaporin-Domäne a Aquaporin-Domäne b gesamt
TgAQP2 216 aa 219 aa 425 aa
EtAQP2 214 aa 218 aa 424 aa
Sequenzalignment und Stammbaumanalyse der Aquaporin-Domänen von
TgAQP2 und EtAQP2
Die Proteinsequenzen von vier Aquaporin-Domänen wurden mit einander vergli-
chen. Sie alle zeigten eine relativ hohe Sequenzähnlichkeit (Score zwischen 61-65
beim T-Coffee Alignment, identische Proteinsequenz: TgAQP2a/TaAQP2b (18,5%),
TgAQP2a/EtAQP2a (32,1%), TgAQP2a/EtAQP2b (20,2%), TgAQP2b/EtAQP2a
(20,2%), TgAQP2b/EtAQP2b (25,6%), EtAQP2a/EtAQP2b (20,9%)). Die Stamm-
baumanalyse mit zehn Human Aquaporinen, sowie anderen bekannten Aquapo-
rinen z. B. dem orthodoxen Aquaporin EcAQPZ und den Aquaglyceroporinen
EcGlpF und PfAQP zeigte, dass diese vier Aquaporine weder zur orthodoxen
Aquaporin-Subfamilie noch zur Aquaglyceroporin-Subfamilie direkt gehören (s.
Abb. 4.29).
6Bei der Subklonierung wurde die eventuelle Überlappungszone zwischen den beiden Aquaporin-
Domänen berücksichtigt. Daher ist die gesamte Proteinsequenz kleiner als zwei Einzel zusam-
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Abbildung 4.29: Stammbaumanalyse aller vier Aquaporin-Domänen (TgAQP2a,
TgAQP2b, EtAQP2a und EtAQP2b) mit einigen bekannten Aquaporinen. Der
dunkelgrau markierte Kasten ist Aquaglyceroporin-Subfamilie, der hellgrau mar-
kierte Kasten ist orthodoxe Aquaporin-Subfamilie. Das AQP8 und AQP11 werden
häufig als Sonderform der MIP-Familie dargestellt, die phylogenetische nicht di-
rekt zu den beiden Aquaporin-Subfamilien passen [3]. (Alignment durchgeführt
mit Clustal W-Methode, Erstellung der Abbildung mit MegAlign)
Vergleich der NPA-Region und aromatischen/Arginin-Region (ar/R) der
Aquaporin-Domänen
Durch das Alignment wurden die putative NPA-Region bzw. ar/R-Region von
allen vier Aquaporin-Domänen festgestellt. Die Filterregionen wurden zusammen
mit einem orthodoxen Aquaporin (hAQP1) und drei typischen Aquaglyceroporinen
(EcGlpF, PfAQP und hAQP3) verglichen (s. Tab. 4.7).
Die NPA-Region von allen vier Aquaporin-Domänen sind unterschiedlich aufge-
baut. Bei EtAQP2 bzw. EtAQP2a und EtAQP2b besteht NPA-Region wie typische
Aquaporine aus Asparagin, Prolin und Alanin. Die normalerweise hochkonservier-
te NPA-Region ist beim TgAQP2 bzw. TgAQP2a und TgAQP2b stark verändert.
Beim ersten NPA-Motiv von TgAQP2a (auch als das erste NPA-Motiv vom Fusi-
onsprotein TgAQP2 bezeichnet) ist das Alanin durch ein Isoleucin ersetzt, somit
entsteht kein NPA-Motiv, sondern ein NPI-Motiv. Diese Änderung ist zwar selten
men.
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Tabelle 4.7: Vergleich der Filterregionen (NPA-Region und ar/R-Region) der
Aquaporin-Domänen mit dem orthodoxen hAQP1 und einigen typischen Aqua-
glyceroporinen
NPA-Region ar/R-Region
hAQP1 NPA, NPA FHCR
EcGlpF NPA, NPA WGFR
PfAQP NLA, NPS WGFR
hAQP3 NPA, NPA FGYR
TgAQP2a N60PI, N167PA L35 A155 G164 V170
TgAQP2b N59PA, N165VQ I36 V153 V162 T168
EtAQP2a N58PA, N165PA L38 S154 A162 V168
EtAQP2b N57PA, N165PA L37 L153 V162 T168
(5 von 1008 Aquaporinen aus der Datenbank MIPModDB) aber bereits bekannt
[3, 19, 113]. Im Gegensatz dazu ist die Änderung im zweiten NPA-Motiv von
TgAQP2b (auch als das vierten NPA-Motiv von TgAQP2 bezeichnet) sehr unge-
wöhnlich, hier sind die zweite und dritte Aminosäure im NPA-Motiv das Prolin
und das Alanin gleichzeitig durch Valin und Glutamin ersetzt. Somit entsteht ein
NVQ-Motiv in der NPA-Region. Diese Änderung ist bisher noch nicht bekannt.
Es ist noch vorstellbar, ein unpolares und neutrales Prolin mit einem gleich unpo-
laren und neutralen Valin in der zweite Position vom NPA-Motiv auszutauschen.
Allerdings ist ein Austausch vom Alanin mit Glutamin in Bezug auf sowohl ihrer
Ladung als auch ihre Größe für ein typisches Aquaporin ungewöhnlich.
Die ar/R-Region von allen vier Aquaporin-Domänen wurde putativ durch das Ali-
gnment festgestellt. Es ist erstaunlich, dass in allen putativen ar/R-Regionen kein
Arginin vorhanden ist (s. Tab. 4.7). Um den möglichen Fehler beim Alignment aus-
zuschließen wurde die Proteinsequenz hinter dem zweiten NPA-Motiv analysiert
(s. Abb. 4.30). Bei allen vier Aquaporin-Domänen gibt es kein Arginin in diesem
Bereich.
Die Aquaporine TgAQP2 (TgAQP2a und TgAQP2b) und EtAQP2 (EtAQP2a und
EtAQP2b) konnten anhand ihrer Proteinsequenzen und strukturellen Filterregio-
nen nicht direkt zugeordnet werden, um welche Aquaporin-Subfamilie sie sich han-
deln. Wegen ihrer kurzen Sequenzlänge wurde ein kurzer N- bzw. C-Terminus so-
wohl bei den putativen Aquaporin-Aquaporin-Fusionsproteinen als auch bei den
künstlich erzeugten Aquaporin-Domänen erwartet.
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Abbildung 4.30: Vergleich der Sequenzbereiche um das Arginin in der ar/R-Region von
allen vier Aquaporin-Domänen mit hAQP1, hAQP3, EcGlpF und PfAQP. Der grau
markierte Kasten ist das zweite NPA-Motiv in der NPA-Region für die jeweiligen
Aquaporine und Domänen. Der rot markierte Kasten ist das hochkonservierte
Arginin in der ar/R-Region.
4.2.2 Funktionelle Charakterisierung von Fusionsproteinen
TgAQP2, EtAQP2 und deren Aquaporin-Domänen
Expressionskontrolle von TgAQP2, EtAQP2 und deren jeweiligen
Aquaporin-Domänen in S. cerevisiae
Alle Gene wurden zuerst in einen Hefeexpressionsvektor pHA_RS426MET25 sub-
kloniert und je nach den zu durchführenden Assays in verschiedenen Hefestämmen
transformiert. Zur Überprüfung der Aquaporinexpression wurde die jeweilige mi-
krosomale Fraktion der transformierten Hefezellen isoliert. Der Western Blot der
mikrosomalen Fraktionen zeigte eine deutliche Expression sowohl bei den Fusions-
proteinen (TgAQP2 und EtAQP2) als auch bei den jeweiligen Aquaporin-Domänen
(TgAQP2a, TgAQP2b, EtAQP2a und EtAQP2b) (s. Abb. 4.31).
Untersuchung der Ammoniak/Ammonium-Leitfähigkeit
Zur Untersuchung der Ammoniak/Ammonium-Leitfähigkeit wurde ein Ammo-
niak/Ammonium-Aufnahme-Assay durchgeführt (s. Abb. 4.32). Ein verstärktes
Wachstum von Hefezellen des Stammes 31019∆fps1, bei dem sowohl das endo-
gene Ammoniak-leitende Aquaglyceroporin ScFps1, als auch die drei endogenen
Ammoniumtransporter Mep1-3 deletiert sind, kann auf die Aufnahme vom un-
geladenen Ammoniak oder geladenen Ammonium durch heterolog exprimierte
Aqua(glycero)porine hindeuten. Hier wurde PfAQP als Positivkontrolle eingesetzt
und PfAQP zeigte wie erwartet ein deutlich stärkeres Wachstum auf der Platte
bei pH 7,2 im Vergleich zur Negativkontrolle (Leerplasmid), da PfAQP das ungela-
dene Ammoniak leiten konnte. Die zu untersuchenden Aquaporine wiesen auf der
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Abbildung 4.31: Western Blot der mikrosomalen Fraktion von den transformierten
Hefezellen des Stammes BY4742∆fps1. Es wurde jeweils 30 μg Gesamtprotein pro
Spur aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit dem Primärantikörper (Maus-Anti-
HA (0,2mg/ml) 1:5000) und sekundärantikörper (Anti-Maus (0,2mg/ml) 1:5000).
Die erwarteten Proteinbanden waren mit der richtigen Größe auf demWestern Blot
zu finden (TgAQP2a: 24,3 kDa, TgAQP2b: 26,2 kDa, TgAQP2: 47 kDa, EtAQP2a:
23,2 kDa, EtAQP2b: 23,2 kDa, EtAQP2: 44,1 kDa).
selben Platte wie Negativkontrolle ein deutlich reduziertes Wachstum auf, was auf
keine (erkennbare) Ammoniak/Ammonium-Leitfähigkeit der zu untersuchenden
Aquaporine zurückgeführt werden konnte. Auf der Platte bei pH 5,5 wurden kei-
ne Wachstumsunterschiede wegen des starken Hintergrundwachstums festgestellt.
Die Ammoniak/Ammonium-Leitfähigkeit von den zu untersuchenden Aquapori-
nen konnte bei diesem Assay nicht nachgewiesen werden.
TgAQP2a
TgAQP2b
EtAQP2a
EtAQP2b
EtAQP2
TgAQP2
PfAQP
-
Kontrolle pH 5,5 pH 6,5 pH 7,5pH 7,2
2 mM NH3/NH4+31019Δfps1
Abbildung 4.32: Ammoniak/Ammonium-Aufnahme-Assay im Hefestamm
31019∆fps1. Die Agarplatten mit 2mM Ammoniak/Ammonium und
pH5,5/6,5/7,2/7,5 sowie Kontrollplatte wurden nach 5 d Inkubation ausge-
wertet.
100
4.2 Untersuchung der ungewöhnlichen Aquaporine aus T. gondii und E. tenella
Untersuchung der Methylamin/Methylammonium-Leitfähigkeit durch
Methylamin-Eﬄux-Assay
Zur Untersuchung der Methylamin/Methylammonium-Leitfähigkeit wurde zuerst
ein Methylamin-Eﬄux-Assay durchgeführt (s. Abb. 4.33). Hier wurde der He-
festamm BY4742∆fps1 verwendet, dessen endogenes Gen für das Methylamin-
leitendes Aquaglyceroporin ScFps1 deletiert ist. Die Zellen können in diesem Assay
nur überleben, wenn ein heterolog exprimiertes Aquaglyceroporin in den Zellen
das toxische Methylamin ausschleusen kann. Als Positivkontrolle diente eine mit
PfAQP transformierte Hefe, die in diesem Assay den Eﬄux vom toxischen un-
geladenen Methylamin nach dem chemischen Gradienten aus den Hefezellen er-
möglicht. Ein deutliches Wachstum von PfAQP wurde vor allem auf den Platten
beim niedrigen pH-Wert (pH5,5) gezeigt, da der vom Zytosol (pH 7,2) nach außen
gerichtete Methylamingradient am größten ist. Das Wachstum von Hefezellen mit
dem Leerplasmid (Negativkontrolle) und mit den zu untersuchenden Aquaporinen
(Fusionsproteinen und Aquaporin-Domänen) war im Vergleich zur Positivkontrol-
le PfAQP sehr schwach. Für das fehlende oder schwache Wachstum mit den zu
untersuchenden Aquaporinen konnte es sein, dass einerseits die Aquaporine das
ungeladene Methylamin nicht leiten konnten wie die Negativkontrolle, sodass das
toxische Methylamin in die Hefezellen akkumulierte wurde. Andererseits konnte
es auch sein, dass sie ihre Kationfilterfunktion wegen der ungewöhnlichen Struk-
tur und Konstruktion (Homodimer, Filterregion vor allem ar/R-Region) verlieren
konnten und das geladene Methylammonium entlang des chemischen Gradienten
durch die Aquaporine in die Hefezellen gelingen konnte.
TgAQP2a
TgAQP2b
TgAQP2
EtAQP2a
EtAQP2b
EtAQP2
-
PfAQP
Δfps1
Kontrolle pH 5,5 pH 6,5 pH 7,5
50 mM CH3NH3+
Abbildung 4.33: Methylamin-Eﬄux-Assay im Hefestamm BY4742∆fps1. Die Agar-
platten mit 50mM Methylamin/Methylammonium und pH5,5/6,5/7,5 sowie Kon-
trollplatte wurden nach 5 d Inkubation ausgewertet.
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Untersuchung der Methylamin/Methylammonium-Leitfähigkeit durch
Methylamin/Methylammonium-Aufnahme-Assay
Beim normalen Methylamin-Eﬄux-Assay wird Hefestamm BY4742∆fps1 einge-
setzt, bei dem drei endogene Ammoniumtransporter (Mep1-3) noch vorhanden
sind, um das Methylammonium zuerst aus dem Medium in die Zellen einzuschleu-
sen, bevor es als ungeladenes Methylamin durch Aquaglyceroporine wieder ausge-
schieden werden kann. Allerdings falls die zu untersuchenden Aquaporine selbst
Ionen (in diesem Fall Methylammonium) leiten können, kann die Methylamin-
Leitfähigkeit aufgrund des Einstroms von Methylammonium und das fehlenden
Wachstums nicht geprüft werden. Dazu wurde ein Methylamin/Methylammonium-
Aufnahme-Assay durchgeführt. Bei diesem Assay wurde statt des Hefestammes
BY4742∆fps1 der Hefestamm 31019∆fps1 verwendet, dessen eigene Ammonium-
transporter Mep1-3 neben dem endogenen Aquaglyceroporin ScFps1 auch deletiert
sind. Die Assay-Platten waren dieselben Platten für den normalen Methylamin-
Eﬄux-Assay. Auf den Platten kann das toxische Methylammonium normalerwei-
se nicht in die Hefezellen passieren wegen der fehlenden Ammoniumtransporter.
Wenn aber die zu untersuchenden Aquaporine das geladene Methylammonium
leiten können, soll ein reduziertes Wachstum von Hefezellen gezeigt werden. Als
Kontrolle dienten PfAQP (Positivkontrolle) und Leerplasmid (Negativkontrolle).
Auf den Platten wurde das Wachstumsverhalten der Hefezellen verglichen (s. Abb.
4.34). Alle Hefezellen zeigten nach 5 Tagen Inkubation ein ähnliches Wachstums-
verhalten. Sie sind alle gut gewachsen auf der Platte mit pH5,5, da das toxisches
Methylamin/Methylammonium nicht in die Zellen gelingen konnte. Auf den Plat-
ten mit pH6,5 und 7,5 wurde nach 5 Tagen Inkubation ein stark reduziertes Wachs-
tum bei allen Zellen gezeigt. Wahrscheinlich war das ungeladene Methylamin doch
in der Lage, durch Diffusion in die Hefezellen zu gelingen. Das Ergebnis von die-
sem Assay nach 5 Tagen wies keine Methylammonium-Leitfähigkeit von den zu
untersuchenden Aquaporinen auf.
Die Platten wurden für weitere 3 Tage bei 29◦C inkubiert. Ein unterschiedliches
Wachstumsverhalten auf der Platte mit pH6,5 wurde beobachtet. PfAQP und
TgAQP2 zeigten im Vergleich zur Negativkontrolle und den anderen ein deutliches
Wachstum.
Einige Aquaporine können sich in intrazellulären Membranen lokalisieren, z. B.
hAQP6 in intrazellulären Vesikelmembranen [114], einige pflanzliche Aquaporine
wie AtTIP1;1 in Vakuolenmembranen [115, 116] und einige Aquaporine aus Para-
siten wie TcAQP aus Trypanosoma cruzi [117], LmAQP1 aus Leishmania major
[118], TgAQP1 aus Toxoplasma gondii [78] in Acidocalcisomen und kontraktilen
Vakuolenmembranen. Hier wurde postuliert, dass das PfAQP und TgAQP2 sich
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TgAQP2a
TgAQP2b
TgAQP2
EtAQP2a
EtAQP2b
EtAQP2
-
PfAQP
pH 5,5 pH 6,5 pH 7,5
50 mM CH3NH3
+31019Δfps1
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Abbildung 4.34: Methylamin-/Methylammonium-Aufnahme-Assay im Hefestamm
31019∆fps1. Die Agarplatten mit 50mM Methylamin/Methylammonium und
pH5,5/6,5/7,5 sowie Kontrollplatte wurden nach 5 d Inkubation ausgewertet, zu-
sätzlich wurden die Platten mit pH5,5/6,5 nach 8 d Inkubation verfolgt.
möglicherweise zum Teil in Vakuolenmembranen der Hefezellen befanden und das
durch Diffusion in die Zellen gelangene Methylamin als ungeladene Form durch die
beiden Aquaporine weiter in die Hefevakuolen transportiert wurde. Wegen des sau-
ren inneren Milieus in Hefevakuolen wurde das Methylamin dort wieder protoniert
und akkumuliert. Damit überleben die Hefezellen mit den beiden Aquaporinen auf
der Methylamin/Methylammonium-haltigen Platte mit pH6,5. Auf der Platte mit
pH7,5 war die Konzentration vom ungeladenen Methylamin im Vergleich zu der
Platte mit pH6,5 um Faktor 10 erhöht, und die Akkumulation in den Vakuolen
war nicht ausreichend für das Überleben der Hefezellen.
Die Methylamin-Leitfähigkeit vom Fusionsprotein TgAQP2 konnte unter dieser
Testbedingung erkennt und aufgeklärt werden. Es ist allerdings erforderlich, die
genaue Lokalisation von TgAQP2 in den Hefezellen zu überprüfen.
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Kalium-Aufnahme-Assay
Bei diesem Assay wurde die Kalium-Leitfähigkeit durch Aquaporine untersucht.
Die Aquaporine sind normalerweise undurchlässig für Protonen und Kationen
[119]. Aufgrund der Besonderheit von TgAQP2 und EtAQP2 in ihrer Zentralpore
und Proteinsequenzen in den Filterregionen wurde die Kalium-Leitfähigkeit von
TgAQP2 und EtAQP2 sowie ihren jeweiligen Aquaporin-Domänen getestet.
Hier wurde der Hefestamm CY162 eingesetzt. Wegen der fehlenden endogenen Ka-
liumtransporter kann dieser Hefestamm ohne Kalium-leitende Kanalproteine bei
minimalen Kaliumkonzentrationen im Medium nicht überleben. Auf den Platten
(0,1/0,5/1/2mM KCl) waren nach 5 Tagen Inkubation keine Unterschiede zwi-
schen den zu untersuchenden Aquaporinen und der Negativkontolle zu sehen (s.
Abb. 4.35). Damit konnte keine Kalium-Leitfähigkeit von den zu untersuchenden
Aquaporinen nachgewiesen werden.
TgAQP2a
TgAQP2b
EtAQP2a
TgAQP2
-
EtAQP2b
EtAQP2
Kontrolle 0,1 mM 0,5 mM 1 mM 2 mM KCl
CY162
Abbildung 4.35: Kalium-Aufnahme-Assay im Hefestamm CY162. Die AP-Minimal-
medium-Agarplatten mit 0,1/0,5/1/2mM KCl sowie Kontrollplatte wurden nach
5 d Inkubation ausgewertet.
Wasser- und Glycerol-Leitfähigkeitsmessung mit der Stopped-Flow-
Apparatur
Die Messung der Wasser- und Glycerol-Leitfähigkeit von TgAQP2 und EtAQP2 so-
wie ihren jeweiligen Aquaporin-Domänen erfolgte mit einer Protoplasten-basierten
dynamischen Lichtstreuungsmessung bei einer Stopped-Flow-Apparatur nach dem
Standardprotokoll. Dazu wurden die in einem Saccharose-basierten Puffersystem
präparierten Protoplasten (zu untersuchende Aquaporine und Negativkontrolle)
(1,2M Saccharose) mit einem hyperosmotischen Testpuffer (1,2M Saccharose +
0,6M Glycerol) in der Stopped-Flow-Apparatur 1:1 gemischt, es entstanden somit
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gleichzeitig ein auswärts gerichteter osmotischer Gradient (300mOsm/l) und ein
einwärts gerichteter Glycerol-Gradient (300mM). Sowohl die Wasser-Leitfähigkeit
als auch die Glycerol-Leitfähigkeit konnten gleichzeitig mittels einer Messkurve
ermittelt und mit einander verglichen werden (s. Abb. 4.36).
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Abbildung 4.36: Messung der Wasser- und Glycerol-Leitfähigkeit von TgAQP2 und
EtAQP2 sowie ihren jeweiligen Aquaporin-Domänen. Gezeigt wurde ein eventueller
zweiphasiger Kurvenverlauf mit dem Wasseraustrom und Glyceroleinstrom (grau:
Negativkontrolle, schwarz: zu testende Aquaporine).
Die erste ansteigende Phase des Kurvenverlaufs beschieb den Wasseraustritt über
die Protoplastenmembran. Die eventuell abfallende zweite Phase des Kurvenver-
laufs war auf den langsamen Glyceroleinstrom zurückzuführen. Die Wasser-Leitfä-
higkeit von den zu untersuchenden Aquaporinen (Fusionsproteinen TgAQP2 und
EtAQP2, sowie jeweiligen Aquaporin-Domänen) war nicht mit der Negativkon-
trolle (Leerplasmid) zu unterscheiden und lagen alle τ -Werte bei 3,5-4,2 s. Bei der
Auswertung der Glycerol-Leitfähigkeit zeigte die mit Leerplasmid transformierten
Protoplasten keinen Glyceroleinstrom, ebenfalls war auch keine Glycerol-Leitfä-
higkeit bei TgAQP2a und EtAQP2a zu sehen. Die anderen Aquaporine (TgAQP2,
TgAQP2b, EtAQP2, EtAQP2b) konnten möglicherweise Glycerol leiten, allerdings
mit einem sehr kleinen kGly-Wert zwischen 10−3 s−1 und 10−4 s−1.
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4.3 Untersuchung des ungewöhnlichen
Aquaglyceroporins PfAQP aus Plasmodium
falciparum - ein wirklich gut Wasser-leitendes
Aquaglyceroporin?
Die Daten zu diesem Kapitel sind bereits veröffentlicht in „Molar concentrations
of sorbitol and polyethylene glycol inhibit the Plasmodium aquaglyceroporin but
not that of E. coli: Involvement of the channel vestibules.“ (Biochim Biophys Acta)
[120].
PfAQP und EcGlpF sind die beiden bisher gut charakterisierten Aquaglyceropo-
rine. Ihre Proteinsequenz und bereits entschlüsselte Kristallstruktur im Kanal-
bereich weisen eine hohe Ähnlichkeit auf. Trotzdem gibt es immer noch wider-
sprüchliche Messdaten über die Wasser-Leitfähigkeit von EcGlpF und PfAQP. Die
Theoretiker behaupten mittels ihrer Computersimulation, dass die EcGlpF und
PfAQP als typische Aquaglyceroporine gut Wasser-leitend seien [121, 122], aber
viele experimentelle Messdaten widersprechen diesen Aussagen mit den Fakten,
dass die Aquaglyceroporine vor allem EcGlpF schlechter sogar keine Wasser-Leit-
fähigkeit zeigten [123, 124]. Ob eine hohe Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP wirklich
vorhanden ist, ist auch aufgrund der unterschiedlichen Messdaten noch umstritten
[79, 81, 82].
Um eine richtige Aussage über die Wasser-Leitfähigkeit von Aquaglyceroporinen zu
treffen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die Wasser-Leitfähigkeit sowie die Solut-
Leitfähigkeit von PfAQP und EcGlpF direkt in einer Protoplasten-basierten dyna-
mischen Lichtstreuungsmessung unter verschiedenen Testbedingungen (Osmolyt-
Systemen) getestet und mit einander verglichen.
4.3.1 Vergleich der Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP und
EcGlpF in verschiedenen Osmolyten bei Stopped-Flow-
Messung
Diese Arbeit wurde zusammen mit Abdulnasser Almasalmeh und Dawid Krenc
durchgeführt 7.
7Abdulnasser Almasalmeh hat das Experiment für die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP und
EcGlpF in verschiedenen Osmolyten (Sorbitol, Saccharose, PEG300 und Glycerol) durchge-
führt.
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Zum Vergleich der Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP und EcGlpF in verschiedenen
Osmolyten wurden zuerst die Protoplasten aus den jeweils mit PfAQP-pDR196-
HA, EcGlpF-pDR196-HA sowie Positivkontrolle rAQP1-pRS und Negativkontrolle
pDR196-HA transformierten Hefezellen des Stammes BY4742∆fps1 in verschiede-
nen Osmolyten nach dem Standardprotokoll präpariert. Dazu wurden Saccharo-
se, Sorbitol, PEG300 und Glycerol als Osmolyte für die Puffer ausgewählt. Die
Messung erfolgte standardmäßig mittels eines auswärts gerichteten osmotischen
Gradienten von 300mOsm/l.
Als Positivkontrolle zeigte die im Sorbitol-basierten Puffersystem präparierten Pro-
toplasten von rAQP1 einen deutlich schnellen Wasserausstrom mit einem τ -Wert
von 0,4 s. Die Wasser-Leitfähigkeit von rAQP1 ist daher 19fach schneller als die
Negativkontrolle (mit Leerplasmid transformierten Protoplasten, τ = 7,6 s). Aller-
dings zeigten weder die mit PfAQP noch die mit EcGlpF transformierten Proto-
plasten eine erkennbare Wasser-Leitfähigkeit durch die beiden Aquaglyceroporine
im Vergleich mit der Negativkontrolle. Diese Ergebnisse entsprachen auch den
Messdaten von Hedfalk et al. [82] 8 und Fu et al. [123] 9 Daher wurde keine Was-
ser-Leitfähigkeit von den beiden Aquaglyceroporinen in diesem Sorbitol-basierten
Testsystem nachgewiesen (s. Abb. 4.37).
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Abbildung 4.37: Messung der Wasser-Leitfähigkeit von rAQP1, EcGlpF und PfAQP
im Sorbitol-basierten Testsystem. Ein auswärts gerichteter osmotischer Gradient
(300mOsm/l) führte zur Schrumpfung der Protoplasten und Zunahme der Licht-
streuung. (grau: Negativkontrolle, schwarz: zu testende Aquaporine)
Die Wasser-Permeabilität von PfAQP wurde jedoch bei vielen anderen Gruppen
8Bei Hedfalk et al. wurde die PfAQP-Protoplasten in einem Sorbitol-basierten Puffersystem
präpariert und die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP getestet. Keine Wasser-Leitfähigkeit von
PfAQP wurde nachgewiesen.
9Bei Fu et al. wurde die Wasser-Leitfähigkeit von den EcGlpF-Liposomen in einem Mannitol-
basierten Testsystem [125] getestet. Keine Wasser-Leitfähigkeit von EcGlpF wurde nachgewie-
sen. Mannitol und Sorbitol sind Diastereomer und weisen als Osmolyt ähnliche Eigenschaften
auf.
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in verschiedenen Testsystemen wie Oocyten-Schwelltests [30, 79] und Liposome-
Lichtstreuungsmessung [81] mehrfach bestätigt. Die Testsysteme von Hedfalk et al.
(Protoplasten) und Newby et al. (Liposome) waren beide dynamische Lichtstreu-
ungsmessung basierte Methoden, ein Unterschied zwischen den beiden Messun-
gen war die eingesetzten Osmolyte: statt Sorbitol wurde Saccharose als Osmolyt-
System bei Newby’s Gruppe für die Messung verwendet. Sorbitol und Saccharose
als am häufigsten bei der Stopped-Flow-Messung eingesetzte Osmolyte sind meis-
tens unbedenklich geeignet, weil sie wegen ihrer Größe normalerweise nicht direkt
durch die Aquaporine passieren können. Hier wurde überlegt, ob die Widersprüch-
lichen Messdaten auf diesen Osmolyt-Unterschied zurückgeführt werden konnte.
Um diese Frage zu beantworten, wurden die Protoplasten aus den gleichen Hefe-
zellen (PfAQP, EcGlpF sowie Positivkontrolle und Negativkontrolle) in drei ande-
ren Puffersystemen (Saccharose, PEG300 und Glycerol) präpariert und auf ihre
Wasser-Leitfähigkeit getestet.
In dem Saccharose-basierten Testsystem waren alle Schrumpfungskurven (rAQP1,
EcGlpF, PfAQP und Negativkontrolle) deutlich schneller gelaufen als sie beim
Sorbitol-basierten Testsystem (s. Abb. 4.38). Das Verhältnis von der Positivkon-
trolle rAQP1 (τ = 0,25 s) und Negativkontrolle (τ = 3,8 s) war aber unbeein-
flusst auf 15fach geblieben. EcGlpF zeigte hier wiederum keine Wasser-Leitfähig-
keit im Vergleich mit der Negativkontrolle (τ = 3,8 s). Interessanterweise war bei
den PfAQP-Protoplasten 3fach (τ = 1,2 s) schneller Wasser-Leitfähigkeit als die
Negativkontrolle zu beobachten.
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Abbildung 4.38: Messung der Wasser-Leitfähigkeit von rAQP1, EcGlpF und PfAQP
im Saccharose-basierten Testsystem mit 300mOsm/l auswärts gerichteten Gradi-
enten. (grau: Negativkontrolle, schwarz: zu testende Aquaporine)
In diesem Protoplasten-basierten Testsystem wurde unabhängig von den einge-
setzten Osmolyten keine Wasser-Leitfähigkeit von EcGlpF gezeigt. Die Wasser-
Leitfähigkeit von PfAQP war dagegen Osmolyt-abhängig. Um zu überprüfen, ob
andere Osmolyte auch die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP beeinflussen können,
wurden PfAQP im Anschluss zusammen mit rAQP1 und der Negativkontrolle
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in zwei weiteren Puffersystemen (PEG300 und Glycerol) protoplastiert und wie
eben hyperosmotisch getestet. Im PEG300-basierten Testsystem war die gesam-
te Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP im Vergleich zu der im Saccharose-basierten
Testsystem kleiner geworden (τ = 5,6 s) aber immer noch fast zweifach schnel-
ler als die Negativkontrolle (τ = 10 s). Die Wasser-Leitfähigkeit von rAQP1 lag
unverändert 15fach schneller als die Negativkontrolle (τ = 0,6 s) (s. Abb. 4.39).
Im Glycerol-basierten Testsystem war der Wasserausstrom allgemein verlangsamt
mit der Ausnahme von rAQP1 (τ = 0,7 s). Die Schrumpfungskurven von PfAQP
und Negativkontrolle lagen verhältnismäßig sehr nah bei einander mit dem τ -Wert
zwischen 25-30 s (s. Abb. 4.40).
0        5        10
Zeit s
no
rm
al
is
ie
rte
 L
ic
ht
st
re
uu
ng
0
0,5
1,0
-
Aquaporin
rAQP1
Zeit s
0
0,5
1,0
PfAQP
-
Aquaporin
0        5        10
Abbildung 4.39: Messung der Wasser-Leitfähigkeit von rAQP1 und PfAQP im
PEG300-basierten Testsystem mit 300mOsm/l auswärts gerichteten Gradienten.
(grau: Negativkontrolle, schwarz: zu testende Aquaporine)
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Abbildung 4.40: Messung der Wasser-Leitfähigkeit von rAQP1 und PfAQP im
Glycerol-basierten Testsystem mit 300mOsm/l auswärts gerichteten Gradienten.
Der Kurvenverlauf von PfAQP und Negativkontrolle war sehr langsam. Hier wurde
auch ein Kurvenaufnahme mit 30 s für die beiden gezeigt. (grau: Negativkontrolle,
schwarz: zu testende Aquaporine)
Die Kurvenaufnahme mit den verschiedenen Osmolyt-Systemen zeigte, dass die
Auswahl der Osmolyte bei der Stopped-Flow-Messung auch den Einfluss auf das
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gesamte Änderungsverhalten von Protoplastenvolumen hatte, z. B. die Negativ-
kontrolle und Positivkontrolle in den verschiedenen Puffersystemen zeigten auch
unterschiedliche Volumenänderungsraten (τ -Werte). Um die Wasser-Leitfähigkeit
von PfAQP in den verschiedenen Puffersystemen direkt vergleichen zu können,
wurde hier eine reine Wasser-Leitfähigkeit durch PfAQP mit Berücksichtigung
von der einfachen Wasserdiffusion über die Membran (Negativkontrolle) in den
verschiedenen Osmolyt-Systemen berechnet. Dazu wurde zuerst eine gesamte Ra-
tenkonstante für die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP k1 in den verschiedenen
Osmolyt-Systemen durch ein einfach oder zweifach exponentielles Kurvenfitting
ermittelt, in der gleichen Weise wurde eine Ratenkonstante k2 für die Wasserdiffu-
sion in den entsprechenden Osmolyt-Systemen (Negativkontrolle) kalkuliert. Die
berechnete Ratenkonstante für die reine Wasser-Leitfähigkeit durch PfAQP (k1-k2,
(s. Tab. 4.8)) in den verschiedenen Osmolyt-Systemen wurde graphisch dargestellt
(s. Abb. 4.41).
Tabelle 4.8: Berechnung der reinen Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP in verschiedenen
Osmolyt-Systemen
k1 (kgesamt) s−1 k2 (kDiffusion) s−1 k1-k2 (kPfAQP) s−1
Sorbitol 0,10 0,10 0,00
Saccharose 0,37 0,14 0,23
PEG300 0,18 0,10 0,08
Glycerol 0,04 0,03 0,01
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Abbildung 4.41: Graphische Darstellung der reinen Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP
mit den berechneten k-Werten. Die k-Werte wurde in einer einfach exponentiel-
len Funktion eingesetzt. Die resultierten Kurven entsprachen der Testbedingung
mit einem auswärts gerichteten osmotischen Gradienten von 300mOsm/l in den
verschiedenen Puffersystemen.
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4.3.2 Hemmung der Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP durch
Sorbitol
Es wurde deutlich in der bisherigen Arbeit gezeigt, dass die Wasser-Leitfähigkeit
von PfAQP im Sorbitol-basierten Testsystem komplett gehemmt wurde. Hier wur-
de eine konzentrationsabhängige Hemmung mit Sorbitol weiter untersucht.
Zuerst wurden die im normalen Saccharose-basierten Puffersystem präparierten
Protoplasten (1,2M Saccharose) mit jeweils einem hyperosmotischen Sorbitol/Sac-
charose-haltigen Testpuffer (1,8M, Stoffmengenverhältnis von Saccharose/Sorbitol:
0/1, 1/3, 2/3, 1/0) in der Stopped-Flow-Apparatur 1:1 gemischt. Dabei entstand
bei allen Messungen ein auswärts gerichteter osmotischer Gradient von 300mOsm/l.
Alle Schrumpfungskurven zeigten wie die Messkurve von PfAQP bei dem norma-
len Saccharose-basierten Testsystem (Daten nicht gezeigt). Es wurde daher kei-
ne sofortige direkte konzentrationsabhängige Hemmung mit Sorbitol festgestellt.
Anschließend wurden die selben im Saccharose-basierten Puffersystem präparier-
ten PfAQP-Protoplasten (1,2M Saccharose) jeweils in vier Saccharose/Sorbitol-
haltigen Puffern (1,2M, Stoffmengenverhältnis von Saccharose/Sorbitol: 0/1, 1/3,
2/3, 1/0) umgepuffert und über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die um-
gepufferten Protoplasten jeweils mit dem hyperosmotischen Saccharose/Sorbitol-
haltigen Testpuffer mit dem gleichen Stoffmengenverhältnis (1,8M, Stoffmengen-
verhältnis von Saccharose/Sorbitol: 0/1, 1/3, 2/3, 1/0) getestet. Eine langsam
werdende Verschiebung der Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP durch die steigenden
Sorbitol-Anteile im Testsystem wurde beobachtet (s. Abb. 4.42).
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Abbildung 4.42: Hemmung der Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP nach der Inkubati-
on mit dem Sorbitol-haltigen Puffer (1,2M, Stoffmengenverhältnis von Saccharo-
se/Sorbitol: 0/1, 1/3, 2/3 und 1/0). Bei der Messung wurde der Testpuffer mit
der gleichen Stoffmengenverhältnis (1,8M, Stoffmengenverhältnis von Saccharo-
se/Sorbitol: 0/1, 1/3, 2/3 und 1/0) eingesetzt.
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Um den Osmolyt-Effekt auf die Wasserdiffusion bei der Messung auszuschließen,
wurden die Protoplasten von PfAQP und der Negativkontrolle (Leerplasmid) je-
weils in vier Saccharose/Sorbitol-haltigen Puffersystemen (Stoffmengenverhältnis
von Saccharose/Sorbitol: 0/1, 1/3, 2/3, 1/0) präpariert und jeweils mit dem hy-
perosmotischen Saccharose/Sorbitol-haltigen Testpuffer (1,8M, Stoffmengenver-
hältnis von Saccharose/Sorbitol: 0/1, 1/3, 2/3 und 1/0) in der Stopped-Flow-
Apparatur 1:1 gemischt. Eine konzentrationsabhängige Verschiebung der Schrump-
fungskurven wurde sowohl bei den PfAQP-Protoplasten als auch bei der Negativ-
kontrolle gezeigt (s. Abb. 4.43).
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Abbildung 4.43: Hemmung der Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP in den Sorbitol-
haltigen Testsystemen (Stoffmengenverhältnis von Saccharose/Sorbitol im Test-
system: 0/1, 1/3, 2/3, 1/0) (links) und die Kurvenverläufe der Negativkontrolle in
den selben Testsystemen
Zur Kalkulation der reinen Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP wurden zuerst alle
k-Werte für die jeweiligen Schrumpfungskurven von PfAQP und Negativkontrolle
durch ein einfach oder zweifach exponentielles Kurvenfitting ermittelt. Die Diffe-
renz von den k-Werten zwischen PfAQP und der Negativkontrolle beim gleichen
Stoffmengenverhältnis stellte die reine Wasser-Leitfähigkeit durch PfAQP dar (s.
Tab. 4.9). Die graphische Darstellung der reinen Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP
bei den verschiedenen Stoffmengenverhältnissen im Testsystem erfolgte mittels
des Einsatzes der berechneten k-Werte in eine einfach exponentielle Funktion (s.
Abb. 4.44). Eine Konzentrationsabhängige Hemmung vonWasser-Leitfähigkeit von
PfAQP mit Sorbitol ist damit angegeben.
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Tabelle 4.9: Berechnung der reinen Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP im Saccharo-
se/Sorbitol-haltigen Testsystem mit verschiedenen Stoffmengenverhältnissen
Stoffmengenverhältnis von k1 k2 k1-k2
Saccharose/Sorbitol (kgesamt) s−1 (kDiffusion) s−1 (kPfAQP) s−1
0/1 0,08 0,08 0,00
1/3 0,16 0,09 0,07
2/3 0,26 0,11 0,15
1/0 0,37 0,14 0,23
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Abbildung 4.44: Konzentrationsabhängige Hemmung der reinen Wasser-Leitfähigkeit
von PfAQP mit Sorbitol
4.3.3 Vergleich der Glycerol-Leitfähigkeit von PfAQP und
EcGlpF in verschiedenen Osmolyten
Bisher wurde die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP-Protoplasten in der Saccharose-
basierten dynamischen Lichtstreuungsmessung nachgewiesen und die Hemmung
der Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP mit Sorbitol bestätigt. Bei EcGlpF wurde
dagegen keine Wasser-Leitfähigkeit in diesem Testsystem gezeigt, unabhängig von
den eingesetzten Osmolyten.
Als typische Aquaglyceroporine wurde eine hohe Glycerol-Leitfähigkeit von PfAQP
und EcGlpF bereits in verschiedenen Testsystemen [79, 82, 123] nachgewiesen. Al-
lerdings gab es bisher keinen direkten Vergleich von den beiden Aquaglyceropo-
rinen in einem Testsystem unter den verschiedenen Testbedingungen (z. B. den
eingesetzten Osmolyten). Es ist hoch spannend, ob die Glycerol-Leitfähigkeit von
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den beiden Aquaglyceroporinen in diesem Protoplasten-basierten Testsystem auch
messbar ist und besonders ob deren Glycerol-Leitfähigkeit vor allem PfAQP even-
tuell durch die eingesetzten Osmolyte im Testsystem beeinflusst werden kann.
Dazu wurden die Protoplasten mit PfAQP, EcGlpF sowie Negativkontrolle (Leer-
plasmid) jeweils im Saccharose-, Sorbitol- und PEG300-basierten Puffersystem
präpariert (1,2M Osmolyt). Zur Messung der Glycerol-Leitfähigkeit wurde bei
diesem Test ein Glycerol-haltiger isoosmotischer Testpuffer (0,6M Glycerol +
0,6M Osmolyt) eingesetzt, somit lag nach dem 1:1 Mischen mit der präparierten
Protoplasten-Suspension in der Stopped-Flow-Apparatur ein einwärts gerichteter
chemischer Gradient von 300mM Glycerol im Testsystem vor. Der Einstrom von
Glycerol durch Aquaglyceroporine und die anschließende Wasserzufuhr führte zur
Protoplasten-Schwellung und Abnahme der Lichtstreuung.
Unabhängig von den eingesetzten Osmolyten im Testsystem zeigte EcGlpF ähn-
liche Glycerol-Leitfähigkeit (s. Abb. 4.45) mit den k-Werten bei 0,05 s−1 (s. Tab.
4.10). Bei PfAQP war dagegen eine deutlich abgeschwächte Glycerol-Leitfähig-
keit im Sorbiol- bzw. im PEG300-basierten Testsystem im Vergleich zu der im
Saccharose-basierten Testsystem zu beobachten (s. Abb. 4.45). Ein direkter Ver-
gleich von kGly-Werten zwischen EcGlpF und PfAQP deutete darauf hin, dass die
Glycerol-Leitfähigkeit von PfAQP um Faktor 1,5fach schneller als die von EcGlpF
im Saccharose-basierten Testsystem, jedoch im Sorbitol- bzw. PEG300-basierten
Testsystem waren die kGly-Werte sogar um Faktor 2 langsamer als die von EcGlpF.
Die Negativkontrolle zeigte keine erkennbare Glycerol-Leitfähigkeit bei dieser Mes-
sung. Damit konnte festgestellt werden, dass dieses Protoplasten-basierte Testsys-
tem für die Glycerol-Leitfähigkeitsmessung von den beiden Aquaglyceroporinen
geeignet war und allerdings die Glycerol-Leitfähigkeit von PfAQP durch die einge-
setzten Osmolyte beeinflusst werden konnte. Übrigens wurde die Glycerol-Leitfä-
higkeit von PfAQP im Sorbitol-basierten Testsystem nicht wie Wasser-Leitfähig-
keitsmessung komplett gehemmt, sondern nur zum Teil abgeschwächt.
Tabelle 4.10: Vergleich der Glycerol-Leitfähigkeit von PfAQP und EcGlpF in verschie-
denen Osmolyten. Die Standardfehler der Mittelwerte sind angegeben (n = 3).
(n. d.: nicht detektierbar)
Osmolyt Negativkontrolle kGly s−1 PfAQP kGly s−1 EcGlpF kGly s−1
Saccharose n. d. 0,066±0,003 0,049±0,007
Sorbitol n. d. 0,024±0,004 0,049±0,009
PEG300 n. d. 0,026±0,007 0,053±0,007
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Abbildung 4.45: Messung der Glycerol-Leitfähigkeit von PfAQP und EcGlpF im
Saccharose-, Sorbitol- und PEG300-basierten Testsystem (grau: Negativkontrolle,
dunkelgrau: EcGlpF, schwarz: PfAQP)
4.3.4 Untersuchung der gemischten Solut-Leitfähigkeit von
PfAQP
Unter den physiologischen Bedingungen liegen Aqua(glycero)porine fast immer
in einer Lipiddoppelschicht vor, deren beiden Seiten von den hydrophilen Flüs-
sigkeiten (besteht aus verschiedenen löslichen Bestandteilen (Soluten)) umgeben
sind. Ob die Solut-Leitfähigkeit von den Aquaglyceroporinen eventuell durch diese
vielfältige Zusammensetzung gegenseitig beeinflusst werden kann, ist bisher noch
nicht untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein einfachstes Modell ausge-
sucht und untersucht, nämlich die gemischte Glycerol/Harnstoff-Leitfähigkeit von
PfAQP, da einerseits Glycerol und Harnstoff häufig in den Physiologischen Lösun-
gen vorkommen und normalerweise ihre Konzentrationen im millimolaren Bereich
liegen [126, 127], andererseits eine hohe Glycerol- und Harnstoff-Leitfähigkeit von
PfAQP bereits in einigen Experimenten nachgewiesen wurden [77, 79].
Aufgrund der vorherigen Erkenntnisse wurde die Bestimmung der gemischten Gly-
cerol/Harnstoff-Leitfähigkeit in einem Saccharose-basierten Testsystem durchge-
führt. Für die Solut-Leitfähigkeitsmessung stehen zwei Möglichkeiten zur Verfü-
gung:
• ein isoosmotisches Testsystem mit dem Soluteinstrom und der anschließende
Wasserzufuhr
• ein hyperosmotisches Testsystem zusammen mit der Beteiligung vom Was-
serausstrom und Soluteinstrom
In dieser Arbeit wurden die Messungen mit den beiden Testsystemen durchgeführt
und im Anschluss miteinander verglichen.
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Beim ersten Testsystem wurden die im Saccharose-basierten Puffersystem präpa-
rierten PfAQP-Protoplasten (1,2M Saccharose) in der Stopped-Flow-Apparatur
1:1 mit einem isoosmotischen Testpuffer (0,6M Saccharose + 0,6M Glycerol/Harn-
stoff-Mischung (Stoffmengenverhältnis von Glycerol/Harnstoff: 0/1, 1/4, 1/2, 3/4,
1/0)) gemischt. Der damit gebildete einwärts gerichtete chemische Gradient (300mM
Solut) und die anschließende Wasserzufuhr führten in der Tat zur Schwellung von
den Protoplasten (s. Abb. 4.46). Alle Schwellungskurven zeigten einen ähnlichen
Verlauf und die berechneten τ -Werte lagen zwischen 12-17 s, was auf die gemischte
Solut-Leitfähigkeit unbeeinflusst von der Zusammensetzung der Solute hindeutete.
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Abbildung 4.46: Messung der gemischten Glycerol/Harnstoff-Leitfähigkeit von PfAQP
im Saccharose-basierten isoosmotischen Testsystem. Ein einwärts gerichteter che-
mischer Gradient (300mM Solut) führte zur Schwellung von Protoplasten. Die
verschiedenen Stoffmengenverhältnisse von Glycerol/Harnstoff-Mischung wurden
mit verschiedenen Graustufen dargestellt.
Beim zweiten Testsystem wurden die gleich im Saccharose-basierten Puffersys-
tem präparierten PfAQP-Protoplasten (1,2M Saccharose) in der Stopped-Flow-
Apparatur 1:1 mit einem hyperosmotischen Testpuffer (1,2M Saccharose + 0,6M
Glycerol/Harnstoff-Mischung (Stoffmengenverhältnis von Glycerol/Harnstoff: 0/1,
1/4, 1/2, 3/4, 1/0)) gemischt. Es entstanden somit gleichzeitig ein auswärts ge-
richteter osmotischer Gradient (300mOsm/l) und ein einwärts gerichteter chemi-
scher Gradient (300mM Solut). Aufgrund der sehr hohen Wasser-Leitfähigkeit von
PfAQP schrumpften die Protoplasten zuerst und anschließend kam der Solutein-
strom. Eine typische zweiphasige kurve wurde gezeigt (s. Abb. 4.47).
Die Zusammensetzung der Glycerol/Harnstoff-Mischung zeigte bei diesem Test
großen Einfluss auf die gesamte Volumenänderung von Protoplasten und die So-
lut-Leitfähigkeit (s. Abb. 4.47). Bei der Messung mit 300mM Glycerol als Solut
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Abbildung 4.47: Messung der gemischten Glycerol/Harnstoff-Leitfähigkeit von PfAQP
im Saccharose-basierten hyperosmotischen Testsystem. Ein auswärts gerichteter
Osmotischer (300mOsm/l) und einwärts gerichteter chemischer (300mM) Gradi-
ent führten zu einer zweiphasigen Kurvenverlauf. Die verschiedenen Stoffmengen-
verhältnisse von Glycerol/Harnstoff-Mischung wurden mit verschiedenen Graustu-
fen dargestellt.
(Stoffmengenverhältnis von Glycerol/Harnstoff: 1:0) war die kleinste gesamte Vo-
lumenänderung zu sehen. Mit der Zunahme vom Harnstoff-Anteil im Solut stieg
auch die gesamte Volumenänderung. Durch ein Kurvenfitting mit der Bateman-
Funktion (s. Gl. 3.8) wurden die Ratenkonstanten (kWasser und kSolut) sowie die
Amplituden für den Wasseraustrom und Soluteinstrom (a und c) ermittelt (s.
Tab. 4.11).
Tabelle 4.11: Vergleich der Amplitude und Leitfähigkeit vom Wasserausstrom und So-
luteinstrom bei der hyperosmotischen Testbedingung mit den gemischten Soluten
(300mM Glycerol/Harnstoff-Mischung)
Stoffmengenverhältnis von Amplitude für kWasser Amplitude für kSolut
Glycerol/Harnstoff Wasserausstrom a s−1 Soluteinstrom c s−1
0/1 0,071 0,305 0,061 0,013
1/4 0,063 0,290 0,043 0,015
1/2 0,065 0,280 0,030 0,016
3/4 0,055 0,280 0,025 0,017
1/0 0,052 0,290 0,017 0,021
Die Ratenkonstante der Wasser-Leitfähigkeit lag unbeeinflusst vom Mischungsver-
hältnis der Glycerol und Harnstoff zwischen 0,28 s−1 und 0,30 s−1 und war deut-
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lich größer (ca. 20fach) als die gesamte Solut-Leitfähigkeit (Glycerol/Harnstoff-
Mischung). Die Ratenkonstante für die gesamte Solut-Leitfähigkeit nahm mit der
steigenden Harnstoff-Anteile im gemischten Solut ab und gleichzeitig steig die Am-
plitude für den Soluteinstrom (s. Abb. 4.48).
Amplitude mV
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0,02       0,04     0,06
k S
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ut
 s
-1
Stoffmengenverhältnis 
von Glycerol/Harnstoff:
0/1, 1/4, 1/2, 3/4, 1/0
Abbildung 4.48: Änderung der Ratenkonstante der Solut-Leitfähigkeit und Amplitude
für den Soluteinstrom durch die verschiedenen Stoffmengenverhältnisse von Gly-
cerol/Harnstoff bei der hyperosmotischen Testbedingung. Die verschiedenen Stoff-
mengenverhältnisse von Glycerol/Harnstoff-Mischung wurden mit verschiedenen
Graustufen dargestellt.
Unter diesen Testbedingungen wurde eine größere Glycerol-Leitfähigkeit als Harn-
stoff-Leitfähigkeit gezeigt. Bei diesem hyperosmotischen Testsystem waren die Was-
sermoleküle und die Solutmoleküle innerhalb des Kanalbereiches in der Gegenrich-
tung gelaufen. Es schien, Glycerol besser als Harnstoff an dieser Situation anzu-
passen. Wegen des schnellen Glyceroleinstroms konnte die Volumenänderung von
Protoplasten schnell kompensiert werden und war auch eine kleine gesamte Volu-
menänderung (Amplitude) zu beobachten.
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5.1 Untersuchung der Aquaporin-Arsenatreduktase-
Fusionsproteine Strop634 und Strop1447 aus
S. tropica
5.1.1 Physiologische Funktion von Strop634
Aquaporine sind uralte Kanalproteine, die aufgrund ihrer starken Sequenzähnlich-
keit der beiden Aquaporinhälfte ursprünglich aus einer Genduplikation entstanden
sein könnten [16]. Durch weitere Mutationen auf der Gen-Ebene besonders in den
selektiven Filterregionen führt es zur funktionellen Aufteilung dieser Familie: was-
serspezifische orthodoxe Aquaporine und Solut-leitende Aquaglyceroporine [119].
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein funktionelles Aquaporin-Arsenatreduktase-
Fusionsprotein (Strop634) aus S. tropica charakterisiert, das wahrscheinlich eine
nächste Evolutionsstufe eines Aquaglyceroporins für eine spezielle physiologische
Funktion (Arsenat-Detoxifikation) darstellt.
Die Topologie- und Struktur-Vorhersage (s. Abb. 5.1) von Strop634 zeigte einen
Durchmesser von ∼ 25Å bei der Aquaporin-Domäne, die zusammen mit dem Lin-
ker und der Arsenatreduktase-Domäne eine „geschlossene Tasche“ für das gebildete
Arsenit dargestellt werden kann.
Die Aquaporin-Domäne ist arsenitselektiv und zusammen mit der Arsenatredukta-
se-Domäne ist das ganze Fusionsprotein direkt an der Arsenat-Detoxifikation betei-
ligt (s. Abb. 5.2). Ein weiteres Beispiel für solche Kanal-Enzym-Fusionsproteine bei
der Arsenat-Detoxifikation ist Rv2634 inMycobacterium tuberculosis. Bei dem liegt
ein Arsenittransporter als Kanal-Domäne mit ebenfalls einer Arsenatreduktase-
Domäne (gekoppelt mit Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System) in einer fu-
sionierten Form vor (s. Abb. 5.2).
Ein strop634-ähnliches Gen wurde ebenfalls im Genom von einer Frankia-Spezies
Frankia alni entdeckt, dessen Proteinsequenz Fraal3366 als ein Fusionsprotein
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Arsenatreduktase Domäne-
Linker
Aquaporin DomäneA B
er
Abbildung 5.1: A: Topologie-Vorhersage von Strop634. Dunkelblau gezeichnet sind
die beiden NPA-Motive. Die Arsenatreduktase-Domäne beginnt mit M283. Das
putative Aktivzentrum für die Arsenatreduktase sind rot markiert. (Diese Grafik
wurde mit dem TeXtopo Softwarepaket erstellt [128].) B: Struktur-Vorhersage
von Strop634 und Größenvergleich der Aquaporin-Domäne und Arsenatreduktase-
Domäne. (Die Vorhersage beruht auf der Kristallstruktur von Aquaglyceroporin
EcGlpF (nach PDB 1FX8) und Arsenatreduktase EcArsC (nach PDB 1J9B).)
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Abbildung 5.2: Funktionsmechanismen von Strop634 in S. tropica und Rv2634 in
M. tuberculosis bei der Arsenat-Detoxifikation in Zellen
in der gleichen Weise aus einer Aquaporin-Domäne und einer Arsenatreduktase-
Domäne besteht. Interessanterweise bei einem zu F. alni sehr verwandten Frankia-
Stamm Frankia sp. CcI3 wurden zwei Gene (Francci3_2325 und _2326) in ei-
nem Gencluster gefunden, welche sich mit einer GTGA-Sequenz überlappen. Die
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GTGA-Sequenz kann einerseits als ein Stop-Codon (TGA) für das vorne liegende
Aquaporin-Gen dienen, andererseits aber auch als ein Start-Codon (GTG) für das
nächste Arsenatreduktase-Gen funktionieren. Solche sich überlappende Sequenz
weist eine hohe Anfälligkeit für eine Genfusion auf. Durch ein einziges Frames-
hift lassen sich die beiden Gene in einen offenen Leserahmen entstehen. Der un-
terschiedliche Aufbau (getrennte und fusionierte Form) von Aquaporin-Gen und
Arsenatreduktase-Gen in einem Genkomplex in zwei Bakterien-Spezies aus einer
Gattung weist darauf hin, dass solche Fusionsereignis kürzlich in der ganzen Evo-
lutionsgeschichte geschah.
Laut Darwin’s klassischer Evolutionstheorie werden die durch Mutationen entste-
henden vorteilhaften Merkmale einer Spezies durch die natürliche Selektion wei-
ter erhalten, z. B. sind die neuen Merkmale besser an die Umwelt (z. B. bei ei-
ner Arsenat-haltigen Umgebung) angepasst, kommen die betreffenden Organismen
zur Fortpflanzung [129]. Während der Evolution versuchen alle Organismen im-
mer ökonomischer und effizienter, Energie zu gewinnen und sie zu nutzen, um den
Selektionsdruck zu überwinden [130].
Die Kanal-Enzym-Fusionsproteine als eine multifunktionelle Sonderform von Mem-
branproteinen und zytoplasmatischen Enzymen scheinen wegen der zunehmenden
entschlüsselten Genomprojekte immer mehr zu werden [102]. Sie können sich an
verschiedenen physiologischen Prozessen beteiligen, z. B. an Signaltransduktion
bei TRPM7 [131, 132] und TRPM2 [133] oder metabolische Kompartimentierung
[134].
Es bleibt immer noch die Frage, warum die Natur solche Kanal-Enzym-Fusions-
proeine schafft und diese Art von Proteinen unter dem Selektionsdruck immer
noch vorbehalten werden kann. Hier wurden die möglichen Vorteile von diesen
Kanal-Enzym-Fusionsproteinen vor allem in Bezug auf Strop634 spekuliert.
• Die Arsenat-Detoxifikation ist ein Sonderfall der Entgiftungsmechanismen
in Organismen. Normalerweise werden toxische Stoffe zuerst zu weniger to-
xischen Substanzen metabolisiert und anschließend aus dem Zytosol trans-
portiert [135]. Bei der Arsenat-Detoxifikation wird hingegen aus Arsenat das
noch toxischere Arsenit durch normalerweise eine zytosolische Arsenatreduk-
tase gebildet. Es ist selbstverständlich vorteilhaft, wenn das durch die Re-
duktion entstandene Arsenit mittels entsprechender Kanäle (Arsenit-leitende
Aquaglyceroporine oder Arsenittransporter) sofort aus dem Zytosol entfernt
werden kann.
Mit der Kanal-Enzym-Konstruktion von Strop634 kann das lokal gebilde-
te Arsenit aufgrund des hohen Konzentrationsgradienten durch das arse-
nitselektive Aquaglyceroporin ausgeschieden werden, damit vermeidet es di-
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rekt, die Arsenit-Konzentration im Zytosol anzusteigen und die sämtlichen
Wechselwirkungen mit anderen wichtigen Enzymen wie Thioredoxinredukta-
se hervorzurufen (s. Abb. 5.3). In der vorliegenden Arbeit wurde eine starke
Hemmung der StTrxR (Thioredoxinreduktase aus S. tropica) durch Arsenit
gezeigt, im Vergleich zur Hemmung der Strop634-Arsenatreduktase-Domäne
durch Arsenit ist die inhibitorische Konzentration (IC50) für StTrxR um fak-
tor 15 gesunken (s. Abb. 4.11 und 4.14). Es deutet darauf hin, dass dessen ei-
gene Thioredoxinreduktase sehr anfällig gegen Arsenit ist, dies erklärt auch,
warum der Enzymaktivitätstest der Arsenatreduktase-Domäne von Strop-
634 mit dem eigenen StTrx-StTrxR-System nicht direkt funktioniert hat.
Mit dieser fusionierten Form können solche gegen Arsenit instabilen Enzy-
me geschützt werden. Ein ähnlicher metabolischer Schutzmechanismus wurde
auch bei einigen Multienzymkomplexen entdeckt, wie Trypotophan-Synthase
[134] und Carbamoylphosphat-Synthetase [136] aus E. coli, bei denen die zu
den Komplexen gehörenden unterschiedlichen Enzymuntereinheiten durch
einen Proteinkanal gebunden sind. Diese Konstruktion ermöglicht einerseits
eine effiziente Synthese einiger natürlicher Stoffwechselprodukte, verhindert
andererseits auch die möglichen Interaktionen von Zwischenprodukten mit
anderen Stoffen im Zytosol.
Abbildung 5.3: Darstellung der Ausscheidung eines Metaboliten (rot) durch den Ka-
nal nach dem Konzentrationsgradienten. Bei der getrennten Form (Enzym + Ka-
nalprotein) ist ein Verteilungsprozess vom Metaboliten im Zytosol erforderlich,
bis der Metabolit den Kanal erreicht (links). Bei der fusionierten Form (Enzym-
Kanalprotein) wird eine hohe Konzentration vom Metaboliten (tiefrot) beim Kan-
alprotein erzeugt und anschließend erfolgt die Ausscheidung durch den Kanal nach
dem Konzentrationsgradienten (rechts).
• Der Diffusionsprozess im Zytosol ist stark eingeschränkt wegen der hohen
Protein-Konzentration (200-300mg/ml) [137] im Zytosol. Nach dem Ersten
Fick’schen Gesetz (s. Gl. 5.1) ist der Teilchenstromfluss J direkt proportional
zum Konzentrationsgradienten entgegen der Diffusionsrichtung ∂c/∂x. Die
Proportionalitätskonstante ist der Diffusionskoeffizient D. Nach der Stokes-
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Einstein-Beziehung ist der Diffusionskoeffizient D für die Moleküle im Zytosol
um Faktor 4 langsamer als im normalen wässrigen Medium [138].
J = −D · ∂c
∂x
(5.1)
Der Diffusionsprozess führt zu einer Entropieerhöhung (S) im System. Durch
die Gleichung von der freien Energie (s. Gl. 5.2) stiegt die gesamte freie
Energie F, wenn wenigere Diffusionsprozesse im System erforderlich sind bzw.
die Entropie weniger steigt.
F = U − TS (5.2)
Durch diese Konstruktion von Kanal-Enzym-Fusionsproteinen können die
Diffusionswege von Mokekülen zwischen den Enzymen und Zielkanälen (oder
den Kanälen und Zielenzymen) enorm reduziert werden, damit ist dieser Pro-
zess energieeffizienter und steht mehr freie Energie im System zur Verfügung.
Diese Konstruktion ist auch bei einigen Ionenkanal-Enzym-Fusionsproteinen
zu finden, z. B. die Ionenkanäle mit unterschiedlichen Enzym-Domänen wie
ADP-Ribase (TRPM2) [139], Kinase (TRPM7) [140] oder Adenylatcyclase
[141]. Es ist plausibel, dass mit solchen fusionierten Kanal-Enzym-Proteinen
die Energieeffizienz für den entsprechenden Prozess (Metabolisierung, Signal-
Transduktion) steigt.
5.1.2 Mögliche physiologische Funktion von Strop1447
Strop1447 zeigt eine sehr hohe Sequenzähnlichkeit zu Strop634, aber in dem ers-
ten Teil dieser Arbeit wiesen weder Aquaporin-Domäne noch Arsenatreduktase-
Domäne eine Funktionalität auf (in vitro und in vivo). Es wurde vermutet, dass
es sich bei Strop1447 ausschließlich um ein Pseudogen handelt. Allerdings wurde
im Western Blot die vollständige Expression von Strop1447 in der mikrosomalen
Fraktion von S. tropica nachgewiesen (s. Abb. 4.27). Es bleibt immer noch die Fra-
ge, warum Strop1447 trotz der fehlenden Funktionen noch in S. tropica exprimiert
ist, oder ob es bei Strop1447 einen anderen Funktionsmechanismus geben kann.
Die phänotypische Untersuchung der verschiedenen Knockout-Stämme von S. tro-
pica (s. Abb. 4.28) zeigte, dass Strop1447 zum Teil die fehlende Arsenatreduktase-
Funktion vom Knockout-Stamm ∆Strop634-arsC-D kompensieren konnte, was auf
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die Reduktase-Aktivität von Strop1447 in S. tropica hindeutete. Die Arsenit-
leitende Kanalfunktion von Strop1447 konnte weiterhin nicht nachgewiesen wer-
den.
Vor kurzem wurde eine neue Arsenatreduktase-Familie entdeckt [69]. Die bisher
charakterisierten zwei Repräsentanten aus dieser Familie CgArsC1 und CgArsC2
stammen aus C. glutamincum, ein grampositives Bakterium aus der Klasse Ac-
tinobacteria. Die beiden Arsenatreduktasen benutzen das in dieser Bakterien-
Klasse speziell vorkommende Mycothiol/Mycoredoxin/Mycothionreduktase-Sys-
tem (MSH/Mrx/MR-System). Das System ist ausschließlich in Actinobateria zu
finden [70] und hat eine analoge Funktion zum Glutathion/Glutaredoxin/Gluta-
thionreduktase-System (GSH/Grx/GR-System). Der Proteinsequenzvergleich der
Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 mit den beiden CgArsC1 und CgArsC2
zeigte eine gewisse Abweichung, aber die Stammbaumanalyse (s. Abb. 4.2), vor
allem Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 und CgArsC1, wies eine mögli-
che phylogenetische Verwandtschaft auf. Bei diesen drei Arsenatreduktasen gibt
es ein einziges Cystein in ihren Proteinsequenzen (C11(284) bei Strop1447, C8 bei
CgArsC1, C11 bei CgArsC2), was als das Aktivzentrum essentiell für die Arsenat-
reduktion in dieser Familie sein soll.
In verschiedenen Salinispora-Spezies wurde die Produktion von Mycothiol bereits
nachgewiesen [142]. Im Genom von S. tropica wurden ebenfalls einige putative Ge-
ne für die Mycothiol-Synthese (mshA, strop331; mshB, strop3763; mshC, strop2168
und mshD, strop291), die Mycothionreduktase (strop3319) und den entsprechen-
den Cofaktor Mycoredoxin (strop3740) gefunden. Hier wurde vermutet, dass die
Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 wie CgArsC1 und CgArsC2 bei dem
Reduktionsprozess das MSH/Mrx/MR-System verwendet. Es erklärt auch damit,
dass wegen des fehlenden MSH/Mrx/MR-systems die Arsenatredukase-Aktivität
von Strop1447 in vitro und in vivo von S. cerevisiae und E. coli nicht nachgewiesen
werden konnte.
Unter den physiologischen Bedingungen sind Aquaporine als Tetramer zu sehen.
Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeiten der Aquaporin-Domäne von Strop634
und Strop1447 ist hier eine Bildung von einem Heterotetramer sehr wahrscheinlich
(s. Abb. 5.4). Das Vorliegen zweier funktioneller Aquaporin-Domänen (Strop634-
AQP-D) im Tetramer soll auch für den Eﬄux für das gebildete Arsenit ausreichend
sein, wegen des kleinen Kcat-Werts von den Arsenatreduktase-Domänen. Es kann
aber auch sein, dass Strop634 und Strop1447 jeweils als Homotetramer in den Zel-
len vorliegen, wobei Strop634 für die Arsenatreduktion und Arsenit-Ausscheidung
zuständig ist und Strop1447 nur für die Arsenatreduktion.
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S. tropica
AS(V)
AS(III) AS(III)
Strop634 Strop1447
Trx/TrxR MSH/Mrx/MR
AS(V)
Abbildung 5.4: Darstellung des putativen Heterotetramers aus Strop634 und Strop-
1447. An der Arsenatreduktion sind jeweils Trx/TrxR-System und MSH/Mrx/MR-
System für Strop634 und Strop1447 beteiligt.
5.1.3 Ausblick
• Strop1447 wies eine potentielle Arsenatreduktase-Aktivität im phänotypi-
schen Assay bei S. tropica auf. Es wurde vermutet, dass das MSH/Mrx/MR-
System sich an der Arsenatreduktion beteiligt. Die putativen Gene für Mrx
und MR wurden bereits festgestellt. Mit einer weiteren Subklonierung und
heterolog Expression von den beiden putativen Genen und Proteinen so-
wie Affinitätsaufreinigung von Mycothiol aus dem Zellextrakt könnte die
Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 in vitro untersucht werden.
• Die Proteinsequenz der Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 und Strop-
1447 wies starke Ähnlichkeit auf. Die enzymatischen Eigenschaften waren al-
lerdings sehr unterschiedlich, z. B. für die Reduktion ist die Arsenatreduktase-
Domäne von Strop634 mit dem Trx/TrxR-System gekoppelt, die Arsenat-
reduktase-Domäne von Strop1447 dagegen möglicherweise mit dem MSH/-
Mrx/MR-System gebunden; die Arsenatreduktase-Domäne von Strop634 hat
neben der Arsenatreduktase-Aktivität auch eine Phosphotyrosinphosphatase-
Aktivität, diese Enzymaktivität kann bei der Arsenatreduktase-Domäne von
Strop1447 in vitro nicht nachgewiesen werden. Die Arsenatreduktase-Domä-
ne von Strop634 hat drei Cysteine in ihrer Proteinsequenz, die typischer-
weise als das Aktivzentrum für diese Enzymklasse dienen. Die Arsenat-
reduktase-Domäne von Strop1447 hat ausschließlich ein einziges Cystein,
was für die grampositiven Bakterien untypisch ist. Es ist denkbar, ande-
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re zwei Cysteine durch eine in vitro Mutagenese in bestimmten Positionen
der Arsenatreduktase-Domäne von Strop1447 einzufügen und im Anschluss
dessen Enzymaktivitäten zu überprüfen.
5.2 Untersuchung der Aquaporin-Aquaporin-
Fusionsproteine TgAQP2 und EtAQP2 aus
T. gondii und E. tenella
5.2.1 Charakterisierung der TgAQP2 und EtAQP2
TgAQP2 und EtAQP2 als Aquaporin-Aquaporin-Fusionsproteine sind strukturell
ungewöhnlich im Vergleich zu den typischen Aquaporinen. Mit dieser Konstruktion
können sie eventuell ein Homodimer bilden, während die meisten Aquaporine in der
Membran als Homotetramere vorliegen, mit der Ausnahme, dass einige pflanzliche
Aquaporine sich zu Heterotetrameren aus verschiedenen Isoform zusammenlagern
[143, 144]. Diese putative Dimer-Form kann möglicherweise die Struktur der Zen-
tralpore so beeinflussen, dass die Zentralpore neue Eigenschaften (Funktionen)
erhalten könnte. Die Funktionen der Zentralpore (auch als 5. Pore genannt) für
die Aquaporine sind bisher noch umstritten. Die meisten sind der Meinung, dass
die Zentralpore keine Funktionen hat. In einigen Arbeiten wurde jedoch die Leit-
fähigkeit von einigen Gasen (CO2, O2, NO) [13, 145] und sogar Ionen [146] durch
die Zentralpore nachgewiesen und theoretisch simuliert.
Der Sequenzvergleich und die Stammbaumanalyse von TgAQP2 und EtAQP2 wie-
sen ebenfalls einige Besonderheiten auf. Einerseits gehörten sie nicht direkt zu
den typischen Aquaporin-Subfamilien (orthodoxe Aquaporine und Aquaglycero-
porine) (s. Abb. 4.29), andererseits sind deren beiden Filterregionen (NPA- und
ar/R-Region), vor allem die ar/R-Region, ganz anders aufgebaut (s. Tab. 4.7) im
Vergleich zu den normalen Aquaporinen.
Aufgrund der vielen Ungewöhnlichkeiten von TgAQP2 und EtAQP2 wurden im
Rahmen dieser Arbeit TgAQP2 und EtAQP2 sowie ihre jeweiligen Aquaporin-
Domänen subkloniert und zum Teil charakterisiert. Alle subklonierten Gene (Fu-
sionsgene und jeweilige Aquaporin-Domänen) zeigten vollständige Expression in
S. cerevisiae (s. Abb. 4.31). Die phänotypischen Assays wiesen aber keine direk-
te Ammoniak- und Kalium-Leitfähigkeit auf. Nur TgAQP2 konnte bei dem Me-
thylamin-/Methylammonium-Aufnahme-Assay eine Methylamin-Leitfähigkeit zei-
gen, was auf die Lokalisation von TgAQP2 möglicherweise in Vakuolenmembran
der Hefezellen hinwies (s. Abb. 4.34). Die dynamische Lichtstreuungsmessung mit
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der Stopped-Flow-Apparatur zeigte ebenfalls keine Wasser-Leitfähigkeit für alle zu
untersuchenden Aquaporine (Fusionsproteine und jeweilige Aquaporin-Domänen).
Allerdings wurde eine schwache Glycerol-Leitfähigkeit bei den Fusionsproteinen
(TgAQP2, EtAQP2) und einer von beiden Domänen (TgAQP2b, EtAQP2b) be-
obachtet.
5.2.2 Ausblick
• In Rahmen dieser Arbeit wurden TgAQP2 und EtAQP2 in den verschiede-
nen Hefezellen-basierten Testsystemen charakterisiert. Die zu untersuchen-
den Aquaporine (Fusionsproteine und jeweilige Domänen) zeigten keine bzw.
schwache Leitfähigkeit für einige Solute. Die ursprüngliche Idee dieser Arbeit
war die Zentralpore zu charakterisieren, z. B. die Gas-Leitfähigkeit. Dazu
sind einige geeignete Testverfahren zu überlegen, z. B. einige pH-abhängige
Fluoreszenzfarbstoffe wie Carboxyfluorescein (CF) und Fluoresceinbisacetat
(FBA) bei der Stopped-Flow-Messung einzusetzen, durch den Transport von
einigen Gasen wie CO2 kann der zytosolische pH-Wert geändert werden und
die Transportrate kann durch eine dynamische Fluoreszenzmessung ermittelt
werden. Eine andere Möglichkeit ist die Leitfähigkeit der radioaktiv markier-
ten Solute zu messen.
• Bisher wurden TgAQP2 und EtAQP2 als Aquaporin-Aquaporin-Fusionspro-
teine dargestellt. Da für die normalen Aquaporine die erste und zweite Hälfte
starke Sequenzähnlichkeit aufweisen, ist es auch vorstellbar, dass die Helices
in der Mitte 4-8 (s. Abb. 5.5) von TgAQP2 und EtAQP2 selbst ein Aqua-
porin bildet und die Reste als langer N- und C-Terminus dargestellt werden
können. Allerdings wenn diese Konstruktion tatsächlich vorkommt, liegen
der N- und C-Terminus extrazellulär vor, was auch sehr ungewöhnlich ist.
• T. gondii und E. tenella sind beide Eukaryoten. Für einige Aquaporine aus
Eukaryoten sind co- sowie posttranslationale Modifikation wie z. B. spezi-
elle Glykosylierungen für ihre Funktionalitäten wichtig. Es ist sinnvoll, die
TgAQP2 und EtAQP2 in anderen Testsystemen wie X. laevis Oocyten zu
exprimieren und zu untersuchen.
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Abbildung 5.5: Darstellung der 12 transmembranären Helices von TgAQP2 und
EtAQP2. Ein putatives Aquaporin-Aquaporin-Fusionsprotein sowie ein putatives
Aquaporin aus Helices 4-9 mit langen N- und C-Terminus (grau markiertet Kasten)
sind abgebildet. Bei EtAQP2 sind vier NPA-Sequenzen in NPA-Region zu sehen.
Bei TgAQP2 besteht die NPA-Region aus NPI, NPA, NPA, NVQ-Sequenzen.
5.3 Untersuchung und Charakterisierung von PfAQP
in einer Protoplasten-basierten dynamischen
Lichtstreuungsmessung
5.3.1 Charakterisierung der Wasser- und Glycerol-Leitfähigkeit
von PfAQP und EcGlpF in einer Protoplasten-basierten
dynamischen Lichtstreuungsmessung
Omotischer Schwellungs- oder Schrumpfungstest ist neben der phänotypischen Un-
tersuchung die häufigste eingesetzte Methode zur Charakterisierung der Aqua(gly-
cero)porine [83], dazu werden die Wasser- und Solut-Leitfähigkeit durch eine Volu-
menänderungsrate bei einem Oocyten-Schwelltest oder einer (Protoplasten- oder
Liposome-basierten) dynamischen Lichtstreuungsmessung ermittelt.
Die Aquaglyceroporine als eine wichtige Subfamilie von Aquaporinen haben norma-
lerweise einen größeren Durchmesser in ihrem engsten Kanalbreich (ar/R-Region)
als die orthodoxen Aquaporine, was den Transport von Soluten ermöglicht. Ob eine
hohe Wasser-Leitfähigkeit bei den Aquaglyceroporinen z. B. EcGlpF und PfAQP
auch vorhanden ist, ist bisher immer noch umstritten. Bei einigen Computersimu-
lation-Studien wurde eine hohe Wasser-Leitfähigkeit von EcGlpF und PfAQP er-
wartet [121, 122]. Allerdings wurde in einem Oocyte-basierten Schwelltest [147] und
einem Liposome-basierten dynamische Lichtstreuungsmessung [123] keine Wasser-
Leitfähigkeit von EcGlpF gezeigt, bei einem anderen Liposome-basierte dynami-
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sche Lichtstreuungsmessung wurde ebenfalls eine schwache Wasser-Leitfähigkeit
(15% der Wasser-Leitfähigkeit vom orthodoxen Aquaporin EcAQPZ) bestätigt [5].
Über die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP waren die Meinungen noch kontroverser,
allein die experimentellen Messdaten waren noch nicht geeinigt. Bei einem Oocyte-
basierten Schwelltest [30, 79] und einer Liposome-basierten Lichtstreuungsmessung
mit Saccharose [81] wurde eine hohe Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP gezeigt, bei
einer weiteren Protoplasten-basierten Lichtstreuungsmessung in Sorbitol konnte
die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP nicht nachgewiesen werden [82].
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Wasser- und Glycerol-Leitfähigkeit von
PfAQP und EcGlpF in einer Protoplasten-basierten dynamischen Lichtstreuungs-
messung mit verschiedenen Osmolyten getestet und miteinander verglichen, um
experimentell zu zeigen, wie die Wasser- und Glycerol-Leitfähigkeit von den bei-
den Aquaglyceroporinen tatsächlich in diesem Testsystem sind.
Die Ergebnisse zeigten, dass die Wasser- und Glycerol-Leitfähigkeit von PfAQP
stark von den eingesetzten Osmolyten abhängig waren. In einem Saccharose-ba-
sierten Testsystem wies PfAQP eine hohe Wasser-Leitfähigkeit auf, in einem an-
deren Sorbitol-basierten Testsystem wurde keine Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP
gezeigt. Beim Einsatz von anderen Osmolyten in das Testsystem wie PEG300 und
Glycerol war die Wasser-Leitfähigkeit zum Teil abgeschwächt. Die Glycerol-Leitfä-
higkeit von PfAQP war bei diesem Testsystem zu beobachten und waren allerdings
ebenfalls von den eingestzten Soluten abhängig, im Saccharose-basierten Testsys-
tem zeigte PfAQP eine deutliche höhere Glycerol-Leifähigkeit als die Werte in den
Sorbitol- und PEG300-basierten Testsystemen.
Der Hemmungseffekt auf die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP durch Sorbitol ist
im Gegensatz zu typischen Hemmstoffen sehr mild. Ein sofortiges Mischen mit
einem Sorbitol-haltigen Puffer in die Stopped-Flow-Apparatur zeigte keine direkte
Hemmung. Erst nach der Inkubation oder Präparation im Sorbitol-haltigen Puffer-
system konnte der Hemmungseffekt nachgewiesen werden (s. Abb. 4.42, 4.43, 4.44).
Um den Hemmungseffekt zu erzielen sind auch ein großes Stoffmengenverhältnis
von Sorbitol im Testsystem erforderlich.
Im Vergleich zu PfAQP wurden die Wasser- und Glycerol-Leitfähigkeit von EcGlpF
nicht von den verwendeten Osmolyten im Testsystem beeinflusst. Es gab keine
erkennbare Wasser-Leitfähigkeit von EcGlpF in dieser Protoplasten-basierten dy-
namischen Lichtstreuungsmessung. Die Glycerol-Leitfähigkeit von EcGlpF konnte
dagegen bei diesem Testsystem nachgewiesen werden und in verschiedenen Osmo-
lyten zeigten die Glycerol-Leitfähigkeit keine signifikanten Unterschiede.
In der Kristallstruktur von PfAQP [81] und EcGlpF [123] wurde ein fast identischer
Aufbau der ar/R-Region gezeigt (s. Abb. 1.3). Die Konstruktion der weiteren Ami-
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nosäurereste auf der Kanalseite ist auch beinahe gleich. Ein einziger Unterschied
zwischen beiden befindet sich zwischen ar/R-Region und NPA-Region (Leu292 bei
PfAQP und Met202 bei EcGlpF) [30]. Leucin und Methionin sind beide unpolare
Aminosäuren mit ähnlicher Größe. Daher ist die gesamte Ladungsverteilung und
der Durchmesser im Kanalbereich sehr ähnlich [81]. Aufgrund der hohen Ähnlich-
keit von den beiden Aquaglyceroporinen sollten sich PfAQP und EcGlpF bei der
Leitfähigkeitsmessung eigentlich ähnlich verhalten. Die Ergebnisse unserer Arbeit
zeigten aber ein deutlicher Hemmungseffekt auf die Wasser- und Glycerol-Leitfä-
higkeit von PfAQP durch Sorbitol, aber nicht auf die beiden Leitfähigkeiten von
EcGlpF.
Ein direkter Vergleich der Kristallstrukturen von PfAQP [81] und EcGlpF [123]
zeigt, dass zwei Glycerolmoleküle mehr (insgesamt 5 Glycerolmoleküle) in der Kris-
tallstruktur von PfAQP zu sehen sind als in EcGlpF (insgesamt 3 Glycerolmolekü-
le) (s. Abb. 5.6), obwohl der Kristallisationsprozess von den beiden unter gleichen
Bedingungen (15% Glycerol) durchgeführt wurde.
Aufsicht
Seitenansicht
G1
G2
G3
G0
G4
G1
G2
G3NPA-Region
ar/R-Region
Kanal-Einmündungs-
bereich
NPA-Region
ar/R-Region
Kanal-Einmündungs-
bereich
PfAQP EcGlpF
Abbildung 5.6: Aufsicht und Seitenansicht der Kristallstrukturen von PfAQP (nach
PDB 3CO2) und EcGlpF (nach PDB 1FX8). Fünf bzw. drei Glycerolmoleküle
sind jeweils in PfAQP und EcGlpF lokalisiert. Gekennzeichnet sind ebenfalls der
extrazelluläre Kanaleinmündungsbereich, ar/R-Region und die NPA-Region.
In den beiden Kristallstrukturen sind jeweils drei Glycerolmoleküle beim dem Ka-
nalbereich lokalisiert. Das Erste (G1) befindet sich im extrazellulären Einmün-
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dungsbereich, das Zweite (G2) in der ar/R-Region und das Dritte (G3) in der
NPA-Region. Die zwei zusätzlichen Glycerolmoleküle (G0 und G4) in der Kris-
tallstruktur von PfAQP sind jeweils im extrazellulären und intrazellulären Ein-
mündungsbereich des Kanals zu sehen, wobei G0 direkt neben G1 steht. Die hohe
Anzahl von Glycerolmolekülen in Kristallstruktur von PfAQP weist eine allge-
meine hohe Bindungsaffinität von PfAQP und Glycerol, besonders in den beiden
Einmündungsbereichen, im Vergleich zu EcGlpF auf.
PEG300 zeigte einen schwachen Hemmungseffekt sowohl auf die Wasser-Leitfähig-
keit als auch auf die Glycerol-Leitfähigkeit von PfAQP. Es wurde vermutet, dass
PEG300 als ein langkettiges Polyol (s. Abb. 5.7) zum Teil in den Aquaporin-Kanal
von PfAQP eindringen kann. Wegen seiner zwei hydrophilen Hydroxylgruppen an
den beiden Enden können die Wechselwirkungen (Wasserstoffbrückbindungen) mit
Aminosäuren der inneren Kanalseite hervorrufen, damit werden die beiden Leitfä-
higkeiten abgeschwächt.
Glycerol Sorbitol PEG300 Saccharose
Abbildung 5.7: Struktur- und Größenvergleich der werwendeten Osmolyte in dieser
Arbeit
Sorbitol als ein langkettiges Polyol (s. Abb. 5.7) ist theoretisch auch in der La-
ge, durch Aquaglyceroporine transportiert zu werden. Die Sorbitol-Leitfähigkeit
von EcGlpF und PfAQP wurde bereits in der dynamische Lichtstreuungsmessung
und Oberflächen-Plasmon-Resonanz (SPR) Spektroskopie nachgewiesen [123, 148],
allerdings mit einem sehr geringen Leitfähigkeitskoeffizienten (ca. 1/20 der Glyce-
rol-Leitfähigkeit). In unserer Protoplasten-basierten Stopped-Flow-Messung wurde
aber keine detektierbare Sorbitol-Leitfähigkeit gezeigt. Falls das Sorbitolmolekül
wie PEG300 in den Kanalbereich von PfAQP in einer single-file Anordnung ein-
dringt und die leitfähigkeit der anderen Moleküle beeinflusst, sollte eigentlich die
Wasser- und Glycerol-Leitfähigkeit in der gleichen Weise geändert werden. In der
Tat ist die Hemmung durch Sorbitol für Glycerol-Leitfähigkeit deutlich schwächer
als die für Wasser-Leitfähigkeit.
Hier wurde postuliert, dass sich die Bindungsstelle zwischen Sorbitol und PfAQP
nicht direkt im Kanalbereich, sondern im extrazellulären Einmündungsbereich be-
findet. Das Sorbitolmolekül kann als die beiden vicinal liegenden G0 und G1 dar-
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gestellt werden, somit das Sorbitolmolekül genau an dieser Stelle Wechselwirkung
mit PfAQP hervorrufen und die Leitfähigkeitseigenschaft von PfAQP beeinflussen
kann. EcGlpF hat dagegen keine solchen Bindungsstellen für Glycerol in beiden
Einmündungsbereichen, so dass das Sorbitolmolekül keine direkten Einflüsse auf
die Leitfähigkeit von EcGlpF ausüben kann.
Bei der Wasser-Leitfähigkeitsmessung im Sorbitol-basierten Testsystem bindet das
Sorbitolmolekül an die beiden Bindungsstellen für Glycerol und damit „verstopft“
den Kanaleinmündungsbereich. Die Wassermoleküle können wegen ihrer wenigen
gesamten Wasserstoffbrückbindungen mit PfAQP und fehlenden lipophilen Seite-
kette nicht in den Kanal eindringen. Dadurch kann keine Wasser-Leitfähigkeit bei
diesem Testsystem nachgewiesen werden.
Bei der Glycerol-Leitfähigkeitsmessung im Sorbitol-basierten Testsystem ist zwar
der Kanaleinmündungsbreich von Sorbitol bedeckt, können die Glycerolmoleküle
aber noch um die beiden Bindungsstellen konkurrieren und das Sorbitolmolekül
verdrängen, somit zeigt PfAQP noch eine gewisse Glycerol-Leitfähigkeit.
5.3.2 Untersuchung der gemischten Solut-Leitfähigkeit von
Glycerol und Harnstoff durch PfAQP
Die Idee dieser Untersuchung stammt aus dem sogenannten „anomalen Molen-
bruch-Verhalten“ bei einigen Ionenkanälen z. B. K+-Kanäle [149, 150] oder Ca2+-
Kanäle [151, 152]. Unter diesem Verhalten versteht man, dass sich bei Mischungen
von verschiedenen unterschiedlich permeablen Ionen ein nicht-linearer Zusammen-
hang der Gesamtionen-Leitfähigkeit von den jeweiligen Ionen ergibt, z. B. in Ab-
wesenheit von Ca2+ zeigen die Ca2+-Kanäle hohe Leitfähigkeit für Na+, wenn man
die Ca2+-Konzentration erhöht, wird der Na+-Strom blockiert, weil Ca2+ selektiv
an die Bindungsstellen in der Pore bindet. Bei Ca2+ im millimolaren Bereich steigt
der Strom dann wieder an wegen des Ca2+-Stroms. Es wurde postuliert, dass dieser
Effekt durch die unterschiedlichen Bindungsaffinitäten von verschiedenen Ionen zu
Kanälen ausgelöst wurde.
Ähnlich zu den Ionenkanälen können die Aquaglyceroporine auch unterschiedli-
che Bindungsaffinitäten zu ihren Soluten zeigen. Im Vergleich zu Harnstoff besitzt
Glycerol drei Hydroxylgruppen, damit kann Glycerol mehr Wasserstoffbrücken-
bindungen bilden als Harnstoff. Die Computersimulation wies ebenfalls auf ei-
ne unterschiedliche Bindungsenergie von Glycerol und Harnstoff im Kanalbereich
von PfAQP hin [122]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine gemischte Glyce-
rol/Harnstoff-Leitfähigkeit von PfAQP untersucht.
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Bei einem Isoosmotischen Testsystem zeigte PfAQP eine gleiche Solut-Leitfähig-
keit, egal welche Mischungsverhältnisse von den beiden Soluten im Testsystem
vorlagen. Bei einem hyperosmotischen Testsystem war PfAQP gleichzeitig für den
Wasserausstrom und Soluteinstrom zuständig. Es zeigte eine deutliche höhere Gly-
cerol-Leitfähigkeit als Harnstoff (Wasser-Leitfähigkeit blieb unverändert.), mit an-
deren Worten PfAQP leitet selektiver Glycerol als Harnstoff unter dieser Testbe-
dingung. Es wurde damit vermutet, dass PfAQP unter den physiologischen Be-
dingungen (gemischte Solute (Glycerol + Harnstoff) im wässrigen Medium) den
Glycerol-Transport bevorzugt. Für den Harnstoff-Transport sind in vielen Zellen
auch eigene spezielle Harnstoff-Transporter zuständig [153].
5.3.3 Fazit
• PfAQP als ein gut Wasser-leitendes Aquaglyceroporin wurde in dieser Ar-
beit bestätigt. EcGlpF zeigte weiterhin keine deutliche Wasser-Leitfähigkeit.
Allgemein zu der Frage, ob die Aquaglyceroporine Wasser leiten können, soll
weiter untersucht werden.
• Die Auswahl der Osmolyte kann die Wasser- und Solut-Leitfähigkeitsmes-
sung von Aquaporinen bzw. Aquaglyceroporinen enorm beeinflussen.
• Neben dem engen Kanal-Bereich soll auch der Einmündungsbereich bei Un-
tersuchung der Aqua(glycero)porine betrachtet werden.
• Unter der physiologischen Bedingung leitet PfAQP Glycerol besser als Harn-
stoff.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war, fünf ungewöhnliche Aquaporine zu untersuchen
und charakterisieren.
• Strop634 und Strop1447 aus S. tropica
Strop634 und Strop1447 sind strukturell gesehen beide Aquaporin-Arsenat-
reduktase-Fusionsproteine und möglicherweise stellen sie als die nächste Evo-
lutionsstufe der Aquaporine für die bestimmten Funktionen dar.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten die beiden Aquaporin- und Arsenatre-
duktase-Funktion von Strop634 in verschiedenen Testsystemen charakteri-
siert werden. Die arsenitselektive Aquaporin-Domäne und Arsenatreduktase-
Domäne tragen zusammen zu der Arsenat-Detoxifikation in den Zellen bei
und mit dieser fusionierten Form ist ein effizienter Schutzmechanismus vor
dem toxischeren Enzym-Produkt Arsenit und ein energiesparender Diffusi-
onsprozess zu erwarten.
Das ähnliche Protein Strop1447 wurde ebenfalls in vivo und in vitro un-
tersucht und zeigte in den heterologen Expressionssystemen keine Funktio-
nalitäten. Mittels der phänotypischen Analyse von verschiedenen S. tropica-
Knockout-Stämmen wurde dessen Arsenatreduktase-Aktivität nachgewiesen.
Für diese Enzymaktivität ist wahrscheinlich ein spezielles Redoxsystem in
S. tropica (Mycothiol/Mycoredoxin/Mycothionreduktase-System) erforder-
lich.
• TgAQP2 aus T. gondii und EtAQP2 aus E. tenella
TgAQP2 und EtAQP2 beide als eine Sonderform von Aquaporinen bestehen
aus jeweils zwei putativen Aquaporin-Domänen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die beiden Aquaporine als fusionierte Form
und jeweiligen Domänen subkloniert und in S. cerevisiae exprimiert. Die voll-
ständige Expression aller Konstruktionen wurde mittels Western Blot nach-
gewiesen. Die funktionelle Charakterisierung in den Hefezellen deutete auf
eine fehlende Wasser-, Ammoniak- und Kalium-Leitfähigkeit hin. Eine sehr
schwache Glycerol-Leitfähigkeit (TgAQP2, TgAQP2b, EtAQP2, EtAQP2b)
und schwache Methylamin-Leitfähigkeit bei TgAQP2 konnten nachgewiesen
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werden.
• PfAQP aus P. falciparum
Über die Wasser-Leitfähigkeit von Aquaglyceroporinen sind die Meinungen
sehr kontrovers. Viele experimentelle Daten zeigten keine oder schlechte Was-
ser-Leitfähigkeit von Aquaglyceroporinen z. B. EcGlpF und PfAQP. In eini-
gen Studien wurde PfAQP allerdings als eine Sonderform von Aquaglycero-
porinen auf eine hohe Wasser-Leitfähigkeit hingewiesen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden PfAQP zusammen mit einem weiteren
Aquaglyceroporin EcGlpF auf ihre Wasser- und Solut-Leitfähigkeit in einer
Protoplasten-basierten dynamischen Lichtstreuungsmessung bei verschiede-
nen Osmolyten getestet. Die Wasser-Leitfähigkeit von PfAQP war stark von
den eingesetzten Osmolyten abhängig. Bei einem Saccharose-basierten Test-
system zeigte PfAQP hohe Wasser-Leitfähigkeit. Die Wasser-Leitfähigkeit
nahm ab, wenn PEG300 und Glycerol als Osmolyt in das Testsystem einge-
setzt wurden. Unter der Testbedingung mit Sorbitol zeigte PfAQP wie die
Negativkontrolle keine Wasser-Leitfähigkeit durch den Kanal. Bei EcGlpF
wurde, unabhängig von den eingesetzten Osmolyten, keine Wasser-Leitfä-
higkeit nachgewiesen. Die Glycerol-Leitfähigkeit wurde bei den beiden Aqua-
glyceroporinen in diesem Testsystem bestätigt. Allerdings war die Glycerol-
Leitfähigkeit von PfAQP beim Saccharose-basierten Testsystem am höchs-
tens und bei den anderen Osmolyten (PEG300, Sorbitol) nahmen die Werte
ab (aber nicht komplett gehemmt durch Sorbitol), während die Glycerol-
Leitfähigkeit von EcGlpF bei den verschiedenen Osmolyt-Einsätzen in das
Testsystem konstant blieb.
Beim Test der gemischten Solut-Leitfähigkeit (Glycerol + Harnstoff) zeigte
PfAQP eine gleiche Solut-Leitfähigkeit unter einer isoosmotischen Testbe-
dingung. Bei einer hyperosmotischen Testbedingung wurde PfAQP unter der
Beteiligung von Wasserausstrom aber auf eine höhere Glycerol-Leitfähigkeit
als Harnstoff-Leitfähigkeit hingewiesen.
Mit dieser Arbeit konnte die Aussage über die Wasser-Leitfähigkeit von
PfAQP geeinigt werden: PfAQP ist ein gut Wasser-leitendes Aquaglycero-
porin und dessen Wasser-Leitfähigkeit sowie Solut-Leitfähigkeit (Glycerol-
Leitfähigkeit) können durch die eingesetzten Osmolyte im Testsystem beein-
flusst werden, was auf einen neuen Aspekt von Struktur-Funktionsbeziehung
der Aqua(glycero)porine außerhalb des Kanalbereiches hindeutet.
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The purpose of this study was the investigation and characterisation of five unusual
aquaporins.
• Strop634 and Strop1447 from S. tropica
Strop634 and Strop1447 are both structurally aquaporin-arsenate reductase
fusion proteins und indicate possibly the next level of evolution of aquaporins
for certain functions.
In this work, the aquaporin domain and arsenate reductase domain of Strop634
were identified and characterised in different assays. The construct of an
arsenite-conducting aquaglyceroporin carrying a C-terminal arsenate reduc-
tase domain provides complete arsenate detoxification in cells. With this con-
struct, the by the enzyme domain generated toxic arsenite can be shuttled
out of the cells immediately, which on the one hand prevents accumulation
of toxic arsenite, on the other hand increases the efficiency of diffusion in an
energy-saving fashion.
The similarly structured Strop1447 was also tested in vivo and in vitro and
neither channel permeability nor enzym acitivity were shown in heterologous
expression systems. Phenotypic growth assays with different knockout-strains
indicated the potential arsenate reductase activity of Strop1447, which is pro-
bably correlated with mycothiol/mycoredoxin/mycothion reductase-System
in S. tropica.
• TgAQP2 from T. gondii and EtAQP2 from E. tenella
TgAQP2 and EtAQP2 are both structurally unique aquaporins, which con-
tain two putativ aquaporin domains in their protein sequences.
In this work, both aquaporin-aquaporin fusion proteins and their respective
single aquaporin domains were subcloned and the complete expression of
them (two fusion proteins and four single aquaporin domains) in S. cerevisiae
were verified with Western blot. Phenotypic growth assays in yeast indicated
the absence of water, ammonia and potassium permeability. In the stopped
flow assay with yeast protoplasts, low glycerol permeability by the fusion
proteins TgAQP2, EtAQP2 and the domains TgAQP2b, EtAQP2b could be
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detected, methylammonia permeability by the fusion protein TgAQP2 could
also be shown in a methylammoia influx assay.
• PfAQP from P. falciparum
The opinions on the water permeability of the aquaglyceroporins are contro-
versal. Numerous experimental analyses with the typical aquaglyceroporins
EcGlpF and PfAQP did not indicate significant water permeability. In other
studies, high water permeability of PfAQP was found.
In this work, to compare the water and glycerol permeabilities of both aqua-
glyceroporins PfAQP and EcGlpF in the presence of different osmolytes, i.e.
sucrose, sorbitol, PEG300 and glycerol, a yeast protoplasts based stopped
flow assay was carried out. We found that the water permeability of PfAQP
strongly depends on the used osmolytes, with full inhibition by sorbitol,
and increasing water permeability when glycerol, PEG300 and sucrose were
used. EcGlpF did not show water permeability regardless of the used os-
molytes. Glycerol permeability was detected with both aquaglyceroporins in
this assay, however the glycerol permeability of PfAQP was as well affected
by the used osmolytes, in sucrose with the highest glycerol permeability and
inhibition in sorbitol and PEG300 (but to a weaker extent), whereas EcGlpF
conducted glycerol independently of the osmolytes.
In order to determine potential interactions of different solutes within aqua-
glyceroporins, a mixed solute permeability with glycerol and urea by PfAQP
was tested. Under isoosmotic conditions, PfAQP indicated equal glycerol and
urea permeabilites, whereas under hyperosmotic conditions in a countercur-
rent with water, glycerol was clearly preferred by PfAQP over urea.
In conclusion, this work has experimentally confirmed the high water per-
meability of PfAQP and low water permeability of EcGlpF, and explains
the inhibition of water and glycerol permeabilities by sorbitol by its bin-
ding to the extracellular vestibule, which indicate a novel structure-function
relationship of aqua(glycero)porins outside of the channel region.
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A.1 DNA- und Proteinsequenz von Strop634
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A.2 DNA- und Proteinsequenz von Strop1447
A.2 DNA- und Proteinsequenz von Strop1447
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A.3 DNA- und Proteinsequenz von TgAQP2
A.3 DNA- und Proteinsequenz von TgAQP2
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A.4 DNA- und Proteinsequenz von EtAQP2
A.4 DNA- und Proteinsequenz von EtAQP2
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A.5 Parameter für das Kurvenfitting mit Bateman-Funktion in SigmaPlot
A.5 Parameter für das Kurvenfitting mit Bateman-
Funktion in SigmaPlot
Equation
f=a*(1-exp(-b*x))-(c*exp(-d*x))
fit f to y
"fit f to y with weight reciprocal_y
"fit f to y with weight reciprocal_ysquare
Variables
x = col(1)’prevmin: 0.000000 prevmax: 10.000000
y = col(2)
reciprocal_y = 1/abs(y)
reciprocal_ysquare = 1/y∧2
’Automatic Initial Parameter Estimate Functions
y = col(first(q)=if(size(q)<10;size(q)-1;int(0,9*size(q))))
ylast(q)=mean(q[data(first(q);size(q))])
Initial parameters
a = ylast(y)/2 ”Auto previous: 0,860672
b = -2*ln(,5)/(x50(x;y;,5)-min(x))’previous: 0,494124
c = ylast(y)/2 ”Auto previous: -0,0396326
d = -2*ln(,5)/(max(x)-x50(x;y;,5))’previous: 4,18372
Constraints b>0d>0
Options
Iterations 200
Step size 1
Tolerance 1e-010
Trigonometric units Degrees
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